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Uber einen neuen stickstoffhaltigen Bestandteil des normalen 
Menschenharnes. 
Von 


Dr. Paul Hari, 
Assistent am physiolog.-chem. Institut. 
(Aus dem pharmakologischen Institut (Direktor: Prof. BOkay) und dem physiologisch- 
chemischen Institut (Direktor: Prof. Tangl) der Kgl. ung. Universitat Budapest.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29, Juli 1905.) 


Es ist mir auf folgende Weise gelungen, aus normalem 
Menschenharn einen bisher unbekannten stickstoffhaltigen Korper 
in Form seiner Zink-, Silber-, und Cadmium-Verbindung zu 
isolieren: 10—20 | frischen Harnes werden (ohne vorherige 
Ansiiuerung) mit einer 10°/oigen LOsung von Phosphorwolfram- 
siiure gefillt. Der Niederschlag wird am Filter gewaschen, sodann 
mit Atzbaryt zersetzt und aus dem in Lisung gegangenen An- 
teil Baryt durch Kohlensaiure entfernt. (Die Entfernung des 
Baryts muf liingstens nach einigen Stunden, am besten sofort 
vorgenommen werden; nach 24stiindigem Stehen erfolgen solche 
Zersetzungen, dafi die Ausbeute am Schlusse des Verfahrens 
minimal wird.) Das Filtrat wird nun am Wasserbade zu einem 
eben noch feuchten kristallinischen Brei eingedampft, und der 
braune, eigentiimlich riechende Riickstand mit 96°/oigem Alkohol 
zuniichst einige Stunden hindureh digeriert, nachher hei} ex- 
trahiert, und schheBlich das alkoholische Extrakt stark ein- 
geengt. Aus diesem fallen nach dessen Erkalten hauptsiichlich 
aus Kreatinin bestehende Kristallmassen aus; die von diesen 
abgegossene und filtrierte dunkelbraune alkoholische Losung 
wird mit tiberschiissigem Ather versetzt, wobei eine gelblich- 
weife Emulsion entsteht. Aus dieser scheidet sich nach wenigen 
Minuten bereits eine dickfliissige, gelbbraune Schichte ab, die 
nach dem AbgiefBen der Hauptmasse des Athers und nach vor- 
sichtigem Verjagen seiner letzten Spuren — in wenig Wasser 
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gelist eine braune, intensiv alkalisch reagierende Flissigkeit 
darstellt. 

Wenn diese Fliissigkeit mit einer LOsung von Zink, Silber 
oder Cadmium versetzt wird, so entsteht ein volumindser gelb- 
brauner Niederschlag, der auf der Nutsche gesammelt, gut aus- 
gewaschen, anfangs bei Zimmertemperatur im Vacuum iiber 
Schwefelsiiure, nachher im Trockenschrank bei 98—99° oder 
bei 60° im Vacuum getrocknet, gelbe bis braune Schollen liefert, 
die zu einem leichten gelben Pulver zerreiblich sind. 

Die Analyse dieser Pulver ergibt, dafi sie konstant zu- 
sammengesetzte Verbindungen eines in normalem Menschenharn 
vorkommenden Korpers darstellen, der bisher nicht bekannt war. 


Zinkverbindung. 


Priiparat I; erhalten durch Fallung mit einer Loésung 
von schwefelsaurem Zink; Ausbeute 2,14 g aus 25 | Harn. 

Bei der Veraschung im Sauerstoffstrome (gelegentlich der 
Klementaranalyse) erwies sich ein ansehnlicher Teil der Asche 
als unléslich in warmer Salzsiiure (auch in KoOnigswasser) : 
qualitativ konnte ich darin Baryt nachweisen. Die Anwesenheit 
von Baryt war nicht anders zu erkliren, als dab es mittels 
Kohlensiure nicht gelingt (Schwefelsiiure kann nicht angewen- 
det werden), aus der groben Fliissigkeitsmenge die letzten Spuren 
des Baryts zu entfernen. Diese mtissen nun, wenn die stark 
eingeengte Fliissigkeit mit schwefelsaurem Zink versetzt wird, 
immerhin ansehnliche Mengen von schwefelsaurem Baryt liefern, 
die der angestrebten Zinkverbindung sich beigesellen. Aus diesem 
Grunde verwendete ich zur Darstellung der tibrigen Priiparate 
teils salpetersaures, teils essigsaures Zink. 

Das Gewicht der Fremdasche betrug 0,0096 g in 0,2200 g 
gewichtskonstanter Substanz = 4,36°/0, die demnach bei den 
nun folgenden Analysen zu beriicksichtigen sind. 

Die Bestimmung von C und H geschah in anfangs geschlossenem 
Xohre, das mit Kupferoxyd beschickt war, gegen Ende zu bei offenem 
Rohre im Sauerstoffstrom. 

a) Von 0,2200 g¢ gewichtskonstanter Substanz sind die 0,0096 g 
fremder Asche in Abzug zu bringen, mithin wurden 0,2104 g verbrannt. 
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Uber einen neuen stickstoffhaltigen Bestandteil des Menschenharns. 3 
Diese ergaben 0,2673 g CO, und 0,0715 g H,O, d. i. 34,65%o C und 
3.77°%o H. 

b) 0,2005 g aschehaltige Substanz (entsprechend 0,1918 g 
reier> *) Substanz) ergaben 0,2420 g CO, und 0,0634 g H,O, d. i. 34,41/o C 
und 3,67°/o H. 


Zinkbestimmung. Da ich bei der Elementaranalyse, insolange 


« asche- 


als das Rohr verschlossen war, nur mifig (bis zum Verkohlen der 
Substanz) und erst im Sauerstoffstrome bis zur Rotglut erhitzt hatte, war 
kein Zinkverlust durch Reduktion und Verfliichtigung zu befiirchten. Ich 
durfte daher in der im Schiffchen verbliebenen Asche eine Zinkbestim- 
mung vornehmen (durch Lésen in warmer verdiinnter Salzsiure, Fallen 
der kochenden Lésung mit kohlensaurem Natrium, Gliihen des kohlen- 
sauren Zinks, Wiigen als Zinkoxyd). Aus der Asche von obiger Analyse a) 
erhielt ich 0,0662 g ZnQ, entsprechend 25,27°/o Zn, 

N-Bestimmung nach Dumas: a) 0,2102 g Substanz («aschefrei» 
berechnet) ergaben 29 ccm N, bei 15,5° C. und 757 mm Bar., das ist 
16,06°/o N. 

b) 0.1898 ¢ Substanz («aschefrei» berechnet) ergaben 25,8 cem N 
bei 155° C. und 762 mm Bar., d. 1. 15,92°%/o N. 

Praparat II; erhalten durch Fiillen mit einer LOsung von 
salpetersaurem Zink, wobei die Ausbeute nur 0,35 g aus 151 
Harn betrug. In 0,1642 g gewichtskonstanter Substanz waren 
0.0013 g¢ = 0,79°%9 in Salzsiiture unloslicher fremder Asche 
enthalten. 

1. 0.1629 g Substanz («<aschefrei» berechnet) ergaben 0,2095 g CO, 
und 0,0510 g H,O, d. i. 35,07°/o C und 3,47°/o H. 

2. Bei derselben Verbrennung erhielt ich 0,0519 g ZnO, das ist 
23,09°/o Zn. 

3. 0.1520 g (<aschefrei» berechnet) ergaben 20,4 ccm N bei 14° C. 
und 761 mm Bar., d. 1. 15,82°/o N. 

Priiparat III; erhalten durch Fillen mit einer Losung 
yon essigsaurem Zink, wobei die Ausbeute 1,3 g aus 20 | Harn 
betrug. In 01927 g gewichtskonstanter Substanz waren 0,0008 g 
= 0,415°/o fremder Asche enthalten. 

Bestimmung von C und H und Zn wie bei Priparat I. Nach 
Abzug der 0,0008 g fremder Asche verblieben von 0,1927 g zur Analyse 
01919 g Substanz. Diese ergaben 00,2460 g CO,, 0,0599 g H,O und 
0,0606 g ZnO, d. i. 34,96%o C, 3.46% H und 25,37°/0 Zn. 

1) Wie oben berechnet. «Aschefrei» bedeutet also in allen diesen 
Millen «frei von fremder Asche». 


1* 
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0.2156 ¢ Substanz (<aschefrei» berechnet) ergaben 29,4 ccm N 
bei 14° CG und 76L mm Bar., d. i. 16,07°%/o N. 
Priiparat IV; erhalten durch Fiallung mit einer Losung 


von essigsaurem Zink, wobei die Ausbeute 0,46 g aus 18 | 








Harn betrug. 
Es erfolgte eine Zinkbestimmung aus der Schmelze nach Oxydation 























der Zinkverbindung mit einem Gemenge von fester Kalilauge und Sal- 
peter (8: 1). Eine Bestimmung der Fremdasche konnte in diesem Falle 
nicht vorgenommen werden. 

Ks ergaben O,AL890 ¢ gewichtskonstanter Substanz an Zinkoxyd 








0.0600 ¢, die an Zn entsprechen 0,0482 ¢ 25,500. 
Zusammengestellt ergeben obige Prozentwerte folgende 
Tabelle: 
Priiparat | . - z ; * 
'P Priip. I | Priip. I | Priip. IV] Mitte! 
a 1) 
( 34,65 S44 35,07 34,96 34.77 
tI 3.77 3.67 3,47 3,47 — 5,59 
N 16,06 15,92 15,82 16.07 15,97 
Zn 25,27 — 25,99 25,37 25,90 235.43 

















Wenn auber C, H, N und Zn nur (s. weiter unten) noch 
Sauerstoff als Bestandteil der Zinkverbindung angenommen 
werden darf, und zwar in einer Menge von 20,24°,0, so abt 
sich aus den angeftihrten Prozentwerten folgende Forme! kon- 
struieren: C,,H,.N,.0,,Zn,. !) 

Kin Vergleich der aus dieser Formel berechneten und der 
cefundenen Prozentwerte zeigt geniigende Ubereinstimmung : 


Berechnet: Gefunden: 
+ 34,79 0 34.77 °/o 
tI 3.97 °,0 3,99 %'o 
N 16.25" 6 15.97 °/9 
0) 20.10% 20,24 °/o 
Zn 25.28 %/o 25,43 °/o 


Die Silberverbindung 


erluelt ich durch Fallen der zum SchluB des Darstellungs- 





verfahrens erhaltenen braunen wasserigen Fliissigkeit mit einer 





1) Richtiger CyoHy,.N,,0,.Zn, oder CyyHg.N,,015ZN,- 
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Lisung von salpetersaurem Silber; das weitere Verfahren war 
dasselbe wie bei der Darstellung der Zinkverbindung: nur 
mute das Fallen sowohl als auch das Absaugen und Waschen 
im Dunkelzimmer bei rotem Licht vorgenommen und die Sub- 
stanz auch weiterhin vor Lichteinwirkung moglichst geschiitzt 
werden. Im frischen Zustande hat jene das gleiche Aussehen 
wie die Zinkverbindung. Getrocknet dunkelt sie allmiihlich 
nach, ohne eine nachweisbare Anderung in ihrer Zusammen- 
setzung zu erleiden. 

Praparat I: Der nach der Elementaranalyse im Schiffchen 
verbliebene Riickstand wurde mit heiber Salpetersiiure behan- 
delt und der ungelost gebliebene Anteil, von gelbweiber Farbe, 
am Filter getrocknet, gegliiht und gewogen. Seine Menge be- 
trug fiir 0.2437 g gewichtskonstanter Substanz 0.0122 g, das 
ist 5.01°/0, und bestand zum groberen Teile aus Chlorsilber. 

Bestimmung vonC und H erfolgte im Heraiusschen elektrischen 
Ofen bei offenem Rohre und im Sauerstoffstrome. Das Rohr war mit 
Kupferoxyd beschickt; an der Stelle, wo sonst die reduzierte Kupfer- 
oder die Silberspirale zu sitzen pflegt, war Bleisuperoxyd nach Kopfer- 
Dennstedt') vorgelegt. (Kontrollanalysen bewiesen, dafi stickstoff- und 
schwefelhaltige Substanzen auf diese Weise tadellose C-Werte geben. 

1. Yon 0.2437 g abgewogener gewichtskonstanter Substanzen waren 
0.0122 ¢ in Abzug zu bringen; somit <aschefrei», d.h. frei von fremder 
Asche: 0.2315 g. Diese ergaben 0.1800 ¢ CO, und 0.0452 g H,O, das 
ist 21,21°%o C und 2,17°/o H. 

2. 0.2499 g <aschefrei» berechnet (wie oben) gaben 0.1308 ¢ Ag, 
d. 1. 52,34°/o Ag. #) 


5. 0,0826 g Substanz (<aschefrei» berechnet) ergaben 0,0444 g Ag, 


d. 1. 53,75°/o Ag. ?) 


Praiparat I]. Um die Beimengung von Chlorsilber moég- 
lichst zu verhiiten, wurde der Niederschlag von Phosphor- 
wolframsiure zunichst am Filter mehrmals gewaschen, sodann 
in Wasser wiederholt aufgeschwemmt, das Wasser durch De- 
kantieren entfernt, dann wieder am Filter noch  einigemal 
gewaschen. So gelang es in der Tat, ein Priaparat zu_er- 

*) S. auch Fritz von Konek, Chemiker-Zeitung, 1904, S. 28, Nr. 94. 

*) Nach Abzug des als Beimengung zu betrachtenden Chlorsilbers 
berechnet. 
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halten, das um ein Bedeutendes weniger an fremder Asche 
enthielt: 0,2496 g lieferten nach dem Glithen 0,0032 g¢ = 
1.28) gelbweifen Pulvers, das in Salpetersiure gar nicht, in 
Ammoniak nur zu einem geringen Teil sich léste. Die Aus- 
heute betrug O.3874 ¢ aus 9 | Harn. 

1. Bestimmung von C und H wie beim Silberpriparat I. 
Von 01320 ¢ abgewogener Substanz sind 0,0017 ¢ fremder Asche abzu- 
ziehen: verbleiben zur Analyse 0,1303 g. Diese ergaben 0.1035 g CO, 


und 0.0292 ¢ H,O, d. i. 21,62°0 C und 2,49°%/o H. 


25 Der im Schiffehen verbliebene Riickstand wog 0.0709 ©: hier- 
von abzuzichen 0.0017 g, verbleiben an Ag 0,0692 g¢ 53,11). 


3a) 0.2464 ¢ Substanz («aschefrei>) ergaben 0.1332 ¢ Ag. das ist 
54.05% Ag. 

$b) Der Kontrolle halber wurde im salpetersauren Extrakt der 
gesamten O1364 ¢ betragenden Asche eine Silberbestimmung durch 
Titration mittels einer "/:0-Rhodanlésung vorgenommen. Dieselbe ergab 
0.1323 ¢ Silber D3,69" o Ag. 


Aus obigen Analysen ergaben sich folgende Prozentwerte: 





(: H Ag 
Priiparat I 21,21 2,17 52,34 3,70 
II 21,62 2 49 05,11 D+4,09 93.09 
Mitte! 21,41 2,33 ~ 63,39 


Wenn in der fiir die Zinkverbindung gefundenen Forme! 
das Zn durch Ag ersetzt ist, wird die Formel der Silber- 
verbindung lauten: 

Cyl, 7N 120, ,Ags. 
Die aus dieser Formel berechneten Prozentwerte verhalten 


sich zu den soeben mitgeteilten: 


C H Ag 
Berechnet: 22.00 2.26 )?,78 
Gefunden: 21.41 2.33 93,09 


Die Cadmiumverbindung 


wurde genau in derselben Weise wie die Zinkverbindung dar- 
gestellt. 

Priiparat I: Die Fiillung erfolgte mittels einer Losung 
von essigsaurem Cadmium. In 0,1940 g gewichtskonstanter 
Substanz wurde eine Bestimmung von Cadmium vorgenommen 
durch Oxydation mittels Kalihydrat und Salpeter (8: 1), Losen 
























































Uber einen neuen stickstoffhaltigen Bestandteil des Menschenharns. 


der Schmelze in verdiinnter Salzsiiure, Fallen mit einer Losung 
von kohlensaurem Kalium, Gliihen und Wiigen als Cadmiumoxyd. 
Obige 0.1940 ¢ Substanz ergaben an CdO 0.0805 g, 
d. i. 36,30°%e Cd. 

Priparat II: Darstellung wie oben. Da die Bestimmung 
des Cadmiums als Oxyd (nach Gliihen des kohlensauren Cad- 
miums) nach Lassar-Cohn durchaus unverlabliche Werte gibt, 
habe ich die Cadmiumbestimmung in diesem Priiparat in Form 
des schwefelsauren Cadmiums vorgenommen. Oxydation der 
Substanz durch wiederholtes Eindampfen mit konzentrierter 
Salpetersiiure am Wasserbade, sodann Eindampfen mit Schwefel- 
siure im Luftbade, nach vorsichtigstem Erwiirmen bis zur 
<¢hwiichsten Rotglut wiederholtes Abrauchen mit konzentrierter 
Schwefelsiiure, Wiigen des reinweiBben schwefelsauren Cadmiums. 


01273 g 


re 
5b 5 


wichtskonstanter Substanz ergaben 0,O871 g CdSO,, 
d. 1. 36.84°/o Cd. 


Der gefundene Mittelwert von 3$6,37°/o ergibt eine gute 
Ubereinstimmung mit dem aus der Zinkformel berechneten 
Werte von 36,69°/o. 

Im Zinkpraparat Nr. I und IV, ferner in einem weiteren 
Zinkpriiparat V, konnte ich kleine Mengen von Schwefel nach- 
weisen. Da Priiparat I mit schwefelsaurem Zink bereitet war, 
was eine Beimengung von schwefelsaurem Baryt zur Folge 
hatte, kommt dieses Priiparat hier auber Betracht. Die Menge 
des Schwefels betrug in Priiparat IV 0,47°/6 (0,32 und 0,63); 
in Praparat V 0,40°%o. 

Da wihrend der langen Zeit, die das Eindampfen er- 
heischte, die einzudampfende Fliissigkeit —, wiihrend des tage- 
langen Verweilens im Trockenschrank die fertige Substanz selbst 
kleine Mengen von Schwefel aus den Leuchtgasverbrennungs- 
produkten an sich nehmen konnte, habe ich ein weiteres Zink- 
praparat Nr. VI unter Vermeidung dieser Einfliisse dargestellt : 
das Eindampfen sowohl als auch die Bereitung der Schmelze 
mittels schwefelsiurefreier Kalilauge und ebensolchen Salpeters) 
eriolgte in einem sonst nicht beniitzten Raume, unter Ver- 
wendung von Spiritus zur Heizflamme: das Trocknen aber 
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wurde im Vacuum vorgenommen. Auch dieses Priparat ent- 
hielt Schwefel und zwar wieder in einer Menge von 0,3°/o. 

Ob nun dieser Schwefel. der Verbindung selbst angehdrt, 
oder den beniitzten Reagentien entstammt, oder aber aus dem 
Harne mitgerissene Verunreinigung der Substanz darstellte, 
wage ich vorderhand nicht zu entscheiden. Die geniigende 
Ubereinstimmung der fiir die Silberverbindung aus der Zink- 
verbindung berechneten C-Werte mit den gefundenen (Elemen- 
taranalyse mit dem Dennstedtschen Bleihyperoxyd) zeigt, dab 
die kleinen Schwefelmengen der Zinkpriiparate, bei dessen Ver- 
brennung kein bleichromat vorgelegt war, keine wesentlichen 
Fehler bei der C-Bestimmung bedingten. 

Was die sonstigen Eigenschaften der Verbindungen an- 
belangt, kann ich vorliufig nur wenig hiertiber sagen. Sie sind 
in Wasser und Alkohol kaum, in Ather, Chloroform, Benzol 
und Petroliither gar nicht léslich. Die Zink- und Cadmium- 
verbindungen sind hingegen leicht loslich in verdiinnten Siiuren 
und Alkalien: frisch gefiallt und in Wasser aufgeschwemmt, ist 
die Zinkverbindung sogar durch Einleiten von Kohlensiiure in 
Losung zu bringen. 

Es ist mir bislang nicht gelungen, den neuen Korper 
selbst aus seinen Verbindungen zu isolieren. 

Da das Urochrom nach Garrod nicht genau analysiert ist, 
laBt sich nichts dariiber sagen, wie meine Verbindung zu jener 
sich verhilt. Tatsache ist, daf sie in ihrer chemischen Zu- 
sammensetzung sich wohl unterscheidet von Urobilin, von der 
Oxyproteinsiiure, von der Alloxyproteinséure und von der Uro- 
ferrinsaure. 



































Zur Frage des EiweiSumsatzes. 
Von 
Otto Cohnheim. 


(Aus dem physiologischen Institut zu Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 30, Juli 1905.) 


Voit hat im Jahre 1860 gefunden, dai bei Muskeltiitig- 
keit nicht mehr Stickstoff ausgeschieden, also nicht mehr Eiweil 
zersetzt wird als in der Ruhe. Dies Resultat ist seitdem viel- 
filtig bestatigt worden und es ist eine der Grundlagen unserer 
heutigen Anschauungen von der Verbrennung in der lebendigen 
Substanz geworden. Wir nehmen ja heute an, daf das Proto- 
plasma die ihm zugefiihrten Nahrungsstoffe durch seine Fer- 
mente verbrennt und nicht etwa sich selbst zerstort. Diese 
Annahme beruht erstens auf den Kalorimeterversuchen von 
Rubner, durch die er die isodyname Vertretung der Nahrungs- 
stoffe bewies, und zweitens eben auf der zuerst von Voit, 
neuerdings besonders von Zuntz?) und Atwater?) festgestellten 
Tatsache, daB der arbeitende Muskel seinen Energiebedarf be- 
liebig mit allen Nahrungsstoffen zu decken vermag. 

Von dieser Gleichwertigkeit aller Nahrungsstoffe besteht 
nun aber bekanntlich eine Ausnahme zugunsten des Eiweifes. 
Sie laBbt sich schon daraus mit einer gewissen Wahrscheinlich- 
keit vermuten, daB man bei allen Menschen eine ziemlich 
gleichmaBige Menge von EiweifB in der Nahrung gefunden 
hat. Die Sonderstellung des EiweiBes stellte sich dann bei 

1) N. Zuntz, Pfliigers Arch., Bd. LXXXIII, 8.557 (1901). — Heine- 
mann, Frentzel, Reach, Caspari und Bornstein, ibid., Bd. LXXXIII, 
5. 441-540. — N. Zuntz, Arch. f. (Anat. u.) Physiol., 1894, 5. 541. 

F. Reach, Zentralbl. f. Physiol., Bd. XIII, S. 104 (1899). 
*) W. O. Atwater, Ergebnisse der Physiologie, Bd. III, Biochemie 


1904), S. 497. 
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den ersten Stoffwechselversuchen von Voit heraus und wurde 






spiiter von Rubner?) exakt bewiesen. Ihre Ursache aber ist 





uns nicht bekannt, sondern man muf} sie in einer spezifisch- 






dynamischen Wirkung des Eiweibes, in einer besonders hohen 





Affinitiit der Korperzellen zum Eiweihb suchen. Es war nun 
denkbar, dali man bei den hierauf beziiglichen Erorterungen 
zu sehr den Korper als ein Ganzes angesehen hatte, und daf 
vielleicht die einzelnen Organe sich in bezug auf den Eiweif- 
verbrauch bei ihrer Tiitigkeit sehr verschieden verhalten. Es 
wiire moglich, dab etwa die Verdauungsorgane ihre Energie 
aus Kiweif} schépfen miissen, und nicht wie die Muskein sich 
ebenso mit Fett oder mit Kohlehydraten begniigen konnen, 
Auf diese Weise hitte vielieicht das Ratsel gelOst werden 
kOnnen, weshalb der Mensch immer in seiner Nahrung eine 
bedeutende Menge von Eiweifi zufthrt, von der wir nicht 
wissen, wozu sie dient. Und es sprachen einige Tatsachen fiir 
diese Moglichkeit. Einmal enthalten alle Abdominalorgane wirk- 
same proteolytische, autolytische Fermente, wahrend in den 
Muskeln keine oder doch nur schwache gefunden sind, und 
zweitens haben Nencki, Pawlow und Zaleski?) beobachtet, 
dai withrend der Titigkeit von Magen, Darm und Pankreas 
das aus diesen Organen strOmende Blut reich an Ammoniak 


>< 


ist, das der Tiitigkeit der Organe seinen Ursprung verdankt, 
da es auch bei Scheinfiitterung auftritt. Endlich wissen wir, 
dafi nach einer eiweibreichen Mahlzeit sehr bald viel Stickstoff 
im Harn ausgeschieden wird. Es wird zwar allgemein ange- 
nommen, dab dieser Stickstoff aus dem resorbierten Eiweih 
stammt. Bewiesen ist es aber nicht, vielmehr liegt die Még- 
lichkeit vor, daB er bei der Verdauung entsteht. 

Die Hypothese war also berechtigt, dab im Gegensatz zu 
der der Muskeln die Tiitigkeit der Abdominalorgane, die « Driisen- 


'! M. Rubner, Die Gesetze des Energieverbrauchs bei der Er- 


naihrung. Leipzig u. Wien, 1902. 

2) M. Nencki, J. P. Pawlow u. J. Zaleski, Arch. f. exper. Path. 
u. Pharmak., Bd. XXXVII, S. 26 (1898). — M. Nencki u. J. P. Pawlow, 
ibid., Bd. XXXVI, S. 215 (1898). — S. 8. Salaskin, Diese Zeitschrift, 


Bd. XXV, S. 448, 1898. | 
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arbeit» im Sinne Rubners, mit gesteigerter EiweiBausscheidung 
einhergeht. Sie ist experimentell priifbar. Denn die Technik 
Pawlows gestattet uns, wenigstens einen Teil der Verdauungs- 
organe arbeiten zu lassen, ohne dafs dem Organismus dabel 
cleichzeitig Nahrung zugefiihrt wird. Ich habe einen Hund 
jsophagotomiert, ihn hungern lassen und zwischen die Hunger- 
tage Tage eingeschaltet, an denen der Hund dreimal mit Fleisch 
scheingefiittert» wurde. Dabei fallt das Fleisch zu der Offnung 
im Osophagus heraus, aber es geraten die Speicheldriisen in 
stiirkste Tatigkeit, eine stiirkere, als sie der betreffenden Fleisch- 
menge bei wirklichem Fressen entspricht, da das Fleisch zahl- 
reiche Male die Mundhohle passiert und schlieblich ganze Strome 
von Speichel ergossen werden. In Tiitigkeit gerat ferner der 
Magen, da er «psychischen» Magensaft sezerniert. Da der 
saure Magensaft ins Duodenum gelangt, so ruft er Sekretion 
von Pankreassaft, vielleicht auch von Darmsaft hervor, und 
endlich miissen die Verdauungssiifte wieder resorbiert werden, 
bedingen also auch dadurch eine Arbeit fiir den Diinndarm. — 
Durch Bestimmung des im Harn ausgeschiedenen Stickstoffs 
suchte ich festzustellen, ob die Tiitigkeit der genannten Organe, 
der Speicheldriisen, des Magens, des Pankreas und des Darms, 
einen vermehrten Eiweifzerfall hervorruft oder nicht. 

Im einzelnen ist zu dem Versuche folgendes zu bemerken: 

Als Versuchstier diente eine kurzhaarige, jagdhundartige 
Hiindin von etwa 20 kg. Ich machte ihr Anfang Juni eine 
Magenfistel, aber nicht, wie Pawlow  beschreibt, in der 
Linea alba, sondern auf dem Riicken. Da es mir nicht auf 
Gewinnung des Saftes ankam, wird auf diese Weise die Fiitterung 
erleichtert, und ich war auBerdem selbst fiir den Fall, dab die 
Kaniile nicht ganz wasserdieht schloB, vor Verlusten von Magen- 
salt sicher. Ich erdffnete die Bauchhéhle etwa in der Gegend 
des iiblichen Nephrektomieschnitts durch einen Schnitt parallel 
dem Rippenbogen, erreichte ohne Schwierigkeit den Magen, fiihrte 
eine Kaniile ein, die nach dem Muster der Duodenalkaniilen 
von Dastre-Pawlow!) gebaut war, und fiihrte sie wie bei 





J. P. Pawlow, Ergebnisse der Physiologie, Bd. I, Biochemie. 
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diesen Duodenalfisteln durch ein Loch neben dem Schnitt nach 
aufien. Die Heilung und Schlubfahigkeit sind dann besser, als 
wenn man die Kaniile in die Wunde einheilt. Am 20. Juni 
fiihrte ich bei der Hiindin die Osophagotomie nach Pawlows An- 
gaben aus und legte durch eine plastische Operation die Harn- 
rohrenmiindung frei. In den folgenden Tagen erhielt der Hund 
grobe Mengen yon Wasser und Nahrung — 2500 ccm Wasser, 
200-250 g Fleisch, 7O—120 g Speck, 300 g Rohrzucker 
pro die —, um ihn in moglichst gutem Zustande in den Ver- 
such zu bringen. Am 30. Juni wurde er zuletzt gefiittert. Am 
2. Juli begann nach Heilung der Wunden der Versuch. 
Wiihrend des Versuches erhielt der Hund in der 1. Reihe 
1440 com Wasser mit 1,3 g¢ Soda und 5 g Chlornatrium. Ich 
wihlte eine so grobe Menge, um die Speichelverluste zu er- 
seizen, und damit der Hund — mit Riicksicht auf die Angaben 
von Pawlow!) und Tobler?) — auch sicher einen reichlichen 
Vorrat von Wasser und von Chior hatte. Die reichliche Wasser- 
gzufuhr war auch durch die abnorme Hitze der betreffenden 
Tage geboten. In der 2. Reihe erhielt der Hund 930 ccm 
Wasser mit 1 g Kochsalz und 1 g Soda. Der Harn wurde 
in den Kiifig entleert, der Tagesharn durch Katheterisieren ab- 
gegrenzt. Nicht zu vermeiden war, daf, trotz moglichster Fern- 
haltung aller Reize, Speichel aus der Osophagusfistel in den 
Kiifig entleert wurde. Seine Stickstoffmenge ist natiirlich sehr 
klein und auBerdem an den verschiedenen Tagen wohl ziemlich 
gleich. Doch wird dadurch bedingt, dai der Stickstoff des 
Spiilwassers hoher ist, als er sonst bei unseren Stoffwechsel- 
kiifigen zu sein pflegt. Der Stickstoff wurde im Harn und Spiil- 
wasser nach Kjeldahl! bestimmt. — An den Scheinfiitterungs- 
tagen wurde der Hund dreimal aus dem Kéfig genommen und 
je 10 Minuten lang mit frischem Fleisch scheingefiittert, wobei 
das viele Male gefressene Fleisch déuBerst reichlich eingespeichelt 
wurde. Einige Zeit spiiter fand sich im Magen eine gr6Bere 
oder geringere Menge stark saurer Fliissigkeit. Interessant war 


') J. P. Pawlow, Referat, Arch. f. Verdauungskrankheiten, Bd. IV. 
S. 78 (1898). 
*) L. Tobler, Diese Zeitschrift, Bd. XLV, S. 185 (1905). 
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Was nun die Resultate anlangt, so habe ich sie in um- 
stehender Tabelle (S. 13) zusammengestellt. Die 1. Reihe umfabt 
7 Hungertage, denen schon 2 Hungertage ohne Auffangen des 







Harns vorangegangen waren, und von denen an 5 Tagen der 
Hund gar nicht, an 2 Tagen scheingefiittert wurde. Die Resul- 




















tate sind: 


1. Tag Hunger 2,843 g N im Harn 
2. 2,816 » > » » 
5. 2.608 


4. Scheinfiitterung 2,681 >» » » 
D. Hunger 2,046 »')> » 
6, Scheinfiitterung 2.454 » » » > 
7. » Hunger 2.469 » > 


Diese Zahlen beweisen also, dai die Titigkeit der Ver- 
dauungsorgane ohne EinfluB auf die Stickstoffaus- 
scheidung im Harn ist. Denn die kleine Steigerung von 
72 mg an dem 1. Scheinfiitterungstage fallt wohl nicht aus den 
Ungenauigkeiten solcher Stoffwechselresultate heraus, und sie 
wird auch an dem 2. Scheinfiitterungstage vermibt. Ich suchte 
das Resultat noch weiter zu sichern. Der Hund hungerte, d. h. 
befand sich in einem Zustande, wo der Organismus sehr spar- 
sam mit seinem Kiweifi umgeht. Es war moglich, dab eine 
etwaige Mehrzersetzung von Eiweif deutlicher wurde, wenn 
dem Organismus ein gréferer Vorrat davon zu Gebote stand. 
Ich schloB daher sofort eine zweite Versuchsreihe an, in der 
ich den Hund mit tiiglich 300 g Fleisch, das sind mindestens 
10 ¢ Stickstoff, fiitterte und zwischen die Fiitterungstage ab- 
wechselnd einen Hunger- und einen Scheinfiitterungstag ein- 
schaltete. Es ergab sich: 


I. Tag 300 ¢ Fleisch 6,115 g N im Harn 





2. » 300 >» » 7,341 >» » » » 
3. » Hunger 2.905 

4. » 300 ¢ Fleisch 7,729 » 

5, Scheinfiitterung 2.970 » » » 





Das Resultat ist also auch in dieser Reihe, dai die Ti- 
tigkeit der Speicheldriisen, des Magens, des Pankreas, des Darms 
Ohne erkennbaren EinfluB auf die Eiweifzersetzung im_ Tier- 







') Die Zahl ist etwas zu niedrig. 5S. o. 
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kirper ist. Auf die kleine Differenz von 65 mg zugunsten des 
Scheinfiitterungstages mochte ich um so weniger Gewicht legen, 
da die hohere Stickstoffausscheidung des 4. gegeniiber dem 1. 
und 2. Tag zeigt, dafi der Hund sich noch unter der Nach- 
wirkung der vorausgegangenen Hungerperiode befand. 

Endlich habe ich noch die Moglichkeit gepriift, da die 
Scheinfiitterung zwar eine erhOhte Stickstoffausscheidung be- 
wirkt, daB diese aber durch eine Minderausscheidung in den 
spiiteren Tagesstunden kompensiert wird. Ich habe daher, da 
mir lingeres Hungern bedenklich schien, den Hund zuniichst 
3 Tage mit sehr reichlichen Mengen von Fleisch, Speck und 
Rohrzucker gefiittert, ihn 3 Tage hungern lassen und dann den 
Harn der Vormittagstunden von 738°—12 Uhr fiir sich auf- 
vefangen. Um 73° und um 10 wurde der Hund je 15 Minuten 
scheingefiittert. Als Kontrolle diente der vorhergehende Hunger- 
tag, an dem ich den Harn der gleichen Periode auffing. Die 
Perioden wurden durch Katheterisieren abgegrenzt, das Spiil- 
vasser mit dem Harn vereinigt. 


Is. Juli Hunger von 7°° bis 12. Uhr 0,771 g N = 22,1°/o des Tages-N. 
» 12 » FF » ZBTUI2> » 


19. Juli Scheinfiitterung von 7°° bis12 Uhr 0,570 g N = 21,8°/o des Tages-N. 
>» 12 >» 799» 2042 >>» 

Es ergab sich aber auch hier keine Differenz zugunsten 
der Scheinfutterung. 

Die 3 Versuchsreihen haben also das itiberein- 
stimmende Ergebnis gehabt, dai die Arbeit der Ver- 
dauungsdriisen nicht mit einer gesteigerten Stickstoff- 
ausscheidung einhergeht. Zur Erklérung liegen folgende 
Moglichkeiten vor. Erstens kann der Stoffverbrauch bei der 
Driisenarbeit so gering sein, daB er neben dem sonstigen Stoff- 
umsatz nicht ins Gewicht fillt. Es ist das unwahrscheinlich, 
da Dresers!) bekannte Rechnungen fiir die Niere eine be- 
trachtliche Arbeit ergeben, und da Barcroft?) und Barcroft 
und Starling) bei der Tiitigkeit der Speicheldriisen und des 

') H. Dreser, Arch. f. exper. Path. u. Pharm., Bd. XXIX, 8.303 (1892). 

*) J. Barcroft, Journ. of Physiol., Bd. XXV, 8.265 (1900); Bd. XXVII, 
». dL (1901), 

J. Barcroft u. E. H. Starling, ibid., Bd. XXXI, S. 491 (1904). 
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Pankreas eine Vermehrung des Sauerstoffverbrauches und der 
Kohlensiiureproduktion auf das 3- bis 4fache gesehen haben. 
Zweitens kann die Arbeit der Verdauungsdriisen trotz der an- 
gegebenen Resultate doch auf Kosten von Eiweib erfolgen, aber 
kompensatorisch tritt dafiir ein Minderverbrauch von Eiweif 
an anderen Punkten ein. Diese Kompensation kann aber nach 
Ausweis meiner Stundenversuche nur eine Ortliche, keine zeit- 
liche sein. Auberdem ist dazu folgendes zu bemerken. Rub- 
ner!) hat gefunden, dal man die «Driisenarbeit» nur dann 
messen kann, wenn das Versuchstier sich im Zustand der phy- 
sikalischen Wirmeregulation befindet. Im Gebiete der chemischen 
Regulation wird an anderer Stelle entsprechend eingespart. Er 
verlangt daher, dal} alle Stoffwechselversuche bei aufgehobener 
chemischer Wiirmeregulation angestellt wirden. Das Schicksal 
hat Rubners Forderung wihrend meines Versuches  erfiillt. 
Bis zum Morgen des 7. Juli, d. h. bis inklusive des 1. Schein- 
fiitterungstages, herrschte tropische Hitze; in dem Raume, in 
dem der Hundekiifig stand, fiel das Thermometer nur einma! 
nachts auf 29° C., es stand sonst zwischen 31 und 35° bei 
ziemlich hoher Feuchtigkeit. Der Hund lag oder stand denn 
auch fast den ganzen Tag mit «hachelnder» Atmung, mit ther- 
mischer Polypnoe im Kiitig. Die Bedingungen fir eine Kompen- 
sation lagen also so ungiinstig wie moglich. 

Drittens kénnte bei der Tiitigkeit der Driisen Eiweib ver- 
brannt, die Spaltungsprodukte aber wieder zu Eiweib regene- 
riert werden. Diese Méglichkeit besteht auch fiir den Stoffzerfall 
in den Muskeln. Viertens endlich kann die Tiitigkeit der Ver- 
dauungsdriisen auf Kosten von Fett oder von Kohlehydraten 
erfolgen, wie wir das von den Muskeln allgemein annehmen. 

Kine Entscheidung zwischen diesen Moéglichkeiten konnen 
wir zur Zeit nicht treffen. Eines aber geht aus den beschrie- 
benen Versuchen hervor, da’ sich die Verdauungsdriisen in 
bezug auf ihren Stoffwechsel nicht anders verhalten, als die 
\uskeln. 


‘) M. Rubner, Die Gesetze des Energieverbrauches bei der Er- 


nihrung, Leipzig u. Wien, 1902. 








































Uber den Nachweis der o-Pyrrolidincarbonsaure. 


Von 
D. Alexandroff. 


(Aus dem physiologischen Institut in Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. August 1905.) 


Die folgenden Untersuchungen zeigen dab die a-Pyrrolidin- 
carbonsiiure (Prolin) ein Pikrat bildet, welches ein bequemes 
und sicheres Hilfsmittel zum Nachweis dieser Substanz in ihrer 
aktiven und racemischen Form darbietet. 

Ich benutzte fiir meine Versuche ein Praparat des Prolins, 
welches ich wesentlich nach den Vorschriften von E. Fischer 
aus Zein dargesteilt und durch Destillation des Esters gereinigt 
hatte. 

Zuniichst untersuchte ich die racemische Form, welche 
ich durch Erhitzen von 1 g des urspriinglichen Praparats mit 
2g Barythydrat und 4 g Wasser im Autoklaven bei 145° dar- 
gestellt hatte. Ich fiihrte es in der folgenden mir von Herrn 
Professor Kossel vorgeschlagenen Weise in das Pikrat iiber: 
1 g a-Pyrrolidincarbonsaure werden mit 2 g (ungefahr der 
molekularen Menge) Pikrinsaure in einer moglichst geringen 
Menge Eisessig auf dem Wasserbade gelést und sodann mit 
anniihernd des fiinffachen Volum Ather versetzt. Es entsteht 
ein gelber kristallinischer Niederschlag des Pikrats, welcher 
abgesaugt, mit Ather gewaschen und aus absolutem Alkohol 
umkristallisiert wird. Wenn die Menge des Elsessigs sehr gering 
ist, entsteht der Niederschlag auch schon ohne Atherzusatz, 
doch ist er in diesem Falle anscheinend weniger rein und 
weniger reichlich. 

Die Kristalle sind klein und unvollkommen ausgebildet. 
Sie losen sich leicht in heifem Alkohol, Eisessig, Wasser, 
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weniger leicht in der Kiilte oder in Ather. Die Reaktion der 
Losung ist sauer. 

Der Schmelzpunkt liegt bei 185—137°. Die Analyse er- 
gab folgende Zusammensetzung : 

0,2277 g Substanz gaben 0,0787 g H,O und 0,3202 g CO, 

Gefunden: C 38,34°/o, H 3,870 
Berechnet fiir C,,H,,.N,O,: C 38,35°/o, H 3,52 °/o 

Etwas andere Eigenschaften hat das Pikrat des aktiven 
Prolins, welches tiber das alkohollésliche Kupfersalz gereinigt 
und auf diese Weise von der beigemischten racemischen Ver- 
bindung befreit war. Wenn man eine LOsung der aktiven 
a-Pyrrolidincarbonsiure in Eisessig mit einer LOsung von Pikrin- 
siiure in Kisessig versetzt und jetzt mit Ather fiallt, so erhiilt 
man schon glinzende Kristalle des aktiven Prolinpikrats, welche 
nach dem Umbkristallisieren aus absolutem Alkohol in Form 
groher gliinzender, oft biischelfOrmig vereinigter Nadeln  er- 
scheinen, die hiiufig eine gut ausgebildete Flache zeigen. Der 
schmelzpunkt liegt bei 153—154°. Die Zusammensetzung ist 
die gleiche wie die des racemischen Pikrats. 

0,2246 g Substanz gaben 0.3161 g CO, und 0,0734 g H,O 

Gefunden: C 38,38°,0, H 3,66 °/o 
Berechnet fiir C,,H,,.N,O,: C 38,35°/0, H 3,52 °/o 

Die Loslichkeit dieses Pikrats ist anscheinend etwas ge- 
ringer als die der racemischen Verbindung. Wenn man niim- 
lich das rohe Priiparat, welches eine Mischung der aktiven 
und racemischen Form enthilt, in das Pikrat verwandelt, so 
erhilt man in der ersten Fraktion der Kristalle nur die schon 
ausgebildeten Formen von dem Schmelzpunkt 153-—154°, wahrend 
die inaktive Form in Losung bleibt. 

Es sel noch bemerkt, daB es fiir die Darstellung dieser 
Pikrate nicht erforderlich ist, die Pikrinsiure in molekularen 
Mengen hinzuzusetzen; auch bei Anwendung eines grodferen 
Uberschusses der Siiure werden diese Verbindungen erhalten. 








Uber einen im normalen menschlichen Harn vorkommenden, 


schwer dialysierbaren Eiwei8abkoémmling. 
Von 
Emil Abderhalden und Fritz Pregl, Graz. 





(Aus dem I. Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. August 1905.) 


Es ist schon lange bekannt, dai im menschlichen Harn 
aufBer den bekannten kristallinischen Harnbestandteilen sich 
noch kolloidale stickstoffhaltige Substanzen vorfinden. Ihre Menge 
ist so groB, daB durch ihr Vorkommen der scheinbare Wider- 
spruch, der zwischen dem auf direktem Wege ermittelten Ver- 
hiiltnis von Kohlenstoff zu Stickstoff und dem aus den isolierten, 
kristallinischen Bestandteilen berechneten besteht, befriedigend 
aufgeklirt wird.?) Uber die Natur dieser Harnbestandteile war 
bis heute so gut wie nichts bekannt, und ebenso fehlt irgend 
ein haltbarer Beweis fiir ihre Einheitlichkeit. 

Um zu priifen, ob sich Beziehungen zwischen diesen 
stickstoffhaltigen Harnbestandteilen und den Eiweifikorpern fest- 
stellen lassen, wurde eine Hydrolyse derselben durchgefihrt, 
und tatsichlich gelang es, nach der Estermethode Leucin, 
Alanin, Glycocoll und Glutaminsiure zu isolieren und 
die Anwesenheit von Phenylalanin durch die Reaktion mit 
Schwefelsiure und Kaliumdichromat festzustellen. Auch Aspara- 
ginsaure diirfte vorhanden sein. 

Experimenteller Teil. 
Verwendet wurde ein Priéparat, das der eine von uns 


schon vor Jahren in nachstehender Weise hergestellt hatte. Der 
Trockenriickstand von menschlichem Harn, in dem weder mit 


') Fritz Pregl, Uber die Ursache der hohen Werte des C/N- 
Ouotienten im normalen menschlichen Harn, Pfliigers Archiv, Bd. LXXV, 
5. 87, 1899. 


































20) Emil Abderhalden und Fritz Pregl, 
Esbachschem Reagens, noch mit konzentrierter Salpetersiiure 
Eiweihi nachgewiesen werden konnte, wurde mit absolutem 
Alkohol extrahiert, und aus dieser Losung durch Eintragen 
von gepulverter Oxalsiiture die Hauptmenge des Harnstoffs ent- 
fernt. Aus dem Filtrat vom Harnstoffoxalat wurde die iiber- 
schiissige Oxalsiure mit Baryt, und aus dem neuerlichen Filtrat 
der Baryt mit Schwefelsaéure entfernt. Durch mehrtagige Dialyse 
des Filtrates vom Baryumsulfat wurden die letzten Reste kristal- 
linischer Substanzen moglichst entfernt. Nach dem Einengen 
der dialysierten Fltissigkeit auf ein kleines Volumen. stellt 
dieses Praparat eine durchsichtige, braunliche, sirupése Fliissig- 
keit dar. 

Durch Schiitteln der alkalischen Loésung mit B-Naphtalin- 
sulfochlorid konnten wir uns tberzeugen, dah das Priiparat 
keine freien Aminosiiuren enthielt. Eine Menge desselben, die 
etwa 30 Litern Harn entsprach, wurde mit einem Liter konzen- 
trierter Salzsiiure wihrend 6 Stunden am Riickflubktihler gekocht. 
Dabei entwickelte sich ein héchst unangenehmer, penetranter 
Geruch, und reichliche Mengen eines schwarzen, unloslichen 
«Melanins» schieden sich aus. Die Hydrolysenfliissigkeit wurde 
hierauf mehrere Stunden lang der Dampfstromdestillation unter- 
worfen, wobei die Riechstoffe ins Destillat tbergingen. Durch 
Ausschiitteln des Destillates mit Ather und Abdestillieren des- 
selben war ein sofort kristallinisch erstarrender, penetrant 
riechender Riickstand zu erhalten, der noch weiter getrennt 
werden konnte. Beim <Ausschiitteln seiner &therischen Losung 
mit ammoniakalischem Wasser blieb im Ather ein stark riechendes 
Ol zuriick, welches seiner geringen Menge wegen nicht weiter 
untersucht werden konnte. Die ammoniakalische wiisserige 
Lisung wurde hierauf angesiiuert und mit Ather ausgeschiittellt. 
Der Destillationsriickstand erstarrte sofort kristallinisch; nach 
einmaligem Umkristallisieren aus Alkohol wurden per|mutter- 
gliinzende Schiippchen einer bei 117° schmelzenden Saure 
erhalten, deren Analysenwerte und Verhalten auf Benzoesiaure 
schlieBen lassen. Ihre Menge betrug 0,3 g. 

Die salzsaure Hydrolysenfliissigkeit wurde hierauf ein- 
geengt, mit Wasser verdiinnt und filtriert. Die Menge des 
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Filterriickstandes betrug nach dem Loésen in Natronlauge und 
Wiederausfallen mit Salzsiiure 12 g. 

Das Filtrat der ausgeschiedenen Massen wurde hierauf 
zur Sirupdicke eingeengt, in der ublichen Weise zweimal ver- 
estert, die in Freiheit gesetzten Ester in Ather aufgenommen, 
der Ather abdestilliert, und der Riickstand bei einem Druck 
yon 0.4 mm der fraktionierten Destillation unterworfen. Die 
erste Fraktion wurde bis 107° aufgefangen, die zweite bis 170°. 

Die erste Esterfraktion wurde in der iiblichen Weise durch 
Kochen mit der 5fachen Wassermenge verseift und zur Trockene 
eingedampft. Durch fraktionierte Kristallisation konnte daraus 
als schwerléslicher Anteil Leucin (0,3 g) vom Schmelzpunkt 293 ° 
isoliert werden. 

0.1200 g Substanz gaben 0.2415 g CO, und 0,1062 g H,O 

Jerechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden : 

54,96°/o C und 9,92°%o H. 54,9°/o C und 9,8°0 H. 

Das Filtrat davon zur Trockene verdampft und mit 
Alkohol und Salzsiiure neuerlich verestert, schied beim Stehen 
im Eisschrank Glycocollesterchlorhydrat (1,1 g) aus. 

0.1556 g Substanz heferten 0,0968 ¢ H,O und 0,1968 g CO, 

Jerechnet fiir C,H,,NO,CI: Gefunden: 

34,4°/o C und 7,17°/o H. 34,490 C und 6,96°0 H. 

Aus den Mutterlaugen vom Glycocollesterchlorhydrat wurde 
die Salzsiure durch Kochen mit Bleioxyd entfernt, und die 
Losung nach der Behandlung mit Schwefelwasserstoff eingeengt. 
Aus dem Riickstand konnte durch Umbkristallisieren Alanin 
(F = 294) (0,5 g) isoliert werden. 

0,1607 g Substanz lieferten 0.2353 g CO, und 0,1164 g H,O 

Berechnet fiir C;H-NO,: Gefunden : 
H).42°’o C und 7,92°%o H. 39,93°/o C und 8,10°/o H. 

Die zweite Fraktion, die voraussichtlich die Ester des 
Phenylalanins, der Glutaminsiiure und der Asparaginsiiure ent- 
hielt, wurde in der bekannten Weise zur Abscheidung des 
Phenylalaninester mit dem fiinffachen Volumen Wasser iiber- 
gossen und dann mit Ather ausgeschiittelt. Nachdem der Ather 
zur Abtrennung von mitgeléstem Glutaminsiiure- und Aspara- 
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ginsiiureester mehrere Male mit Wasser ausgewaschen worden 
war, wurde er mit Natriumsulfat getrocknet und dann abdestilliert. 
Der Riickstand wurde, wie iiblich, mit konzentrierter Salzsiiure 
eingedampft, das salzsaure Salz durch Abdampfen mit Am- 
moniak zerlegt, und das gebildete Chlorammon mit kaltem 
Wasser ausgelaugt. Leider reichte die isolierte reine Siure zu 
einer Analyse nicht aus. Sie zeigte alle Eigenschaften des Phe- 
nvlalanins und entwickelte namentlich beim Kochen mit 25°/oiger 
Schwefelsiure und einem KoOrnchen Kaliumbichromat deutlich 
Phenylacetaldehyd. 

Die vereinigten wiisserigen Extrakte wurden mit Baryt 
gekocht. Nach dem Abkiihlen und liingerem Stehen = schied 
sich am Boden des CGefaiBes ein schwerldsliches Barytsalz in 
Kristalldrusen aus, das abfiltriert und mit Schwefelsiure zer- 
legt wurde. Nach der quantitativen Entfernung der Schwefel- 
siure wurde die Losung eingedampft. Es kristallisierte eine 
sauer schmeckende Verbindung aus, die offenbar Asparagin- 
siure war. Leider reichte die isolierte Menge zur Analyse nicht 
aus. Aus dem Filtrat dieses Barytsalzes wurde der Baryt mit 
Schwefelsiiure quantitativ ausgefallt, das Filtrat vom schwefel- 
sauren Baryt stark eingeengt, mit gasfOrmiger Salzsiiure ge- 
siittige und in die Kalte gestellt. Es erfolgte bald reichliche 
Kristallisation von Glutaminsaurechlorhydrat (0,8 g). 

0,1835 g Substanz gaben 0.2178 g CO, und 0,0929 g H,O 

sJerechnet fiir C,H, NO,CI: Gefunden : 
32,68°/o C und 5,49°/o H. 32,37°/o G und 5,62°/o H. 

Der vorliegende Befund beweist, dab im normalen mensch- 
lichen Harn Verbindungen vorkommen, welche bei ihrer Hydro- 
lyse durch Siiuren wenigstens einen Teil der im Eiweifmolekiil 
vorhandenen Bausteine ergeben. Daf die isolierten Amino- 
siiuren in fester Bindung vorhanden waren und nicht einzeln, 
beweist einmal der Umstand, daf das Produkt dialysiert worden 
war, und ferner durch Schiitteln mit B-Naphtalinsulfochlorid 
keine Aminosiiuren direkt nachgewiesen werden konnten. Wir 
haben den Basengehalt und die schwefelhaltigen Produkte 
noch nicht bestimmt und auch eine wahrscheinlich vorhandene 
Kohlehydratgruppe vorliiufig unberiicksichtigt gelassen. Was die 




































Uber einen Eiweifabkémmling im menschlichen Harn. 23 
Deutung des Befundes anbetrifft, so liegt offenbar ein eiweib- 
artiger Abké6mmling vor, der dem totalen Abbau entgangen ist. 
Auffallend ist vor allem, dafi von den Abbauprodukten der, 
wie oben beschrieben, isolierten Substanz das Glycocoll an 
Menge alle anderen Aminosiiuren bei weitem iibertraf. Aller- 
dings haben wir zu gleicher Zeit Benzoeséiure nachgewiesen. 
Man k6nnte deshalb -daran denken, dai trotz der sorgfiiltigen 
Dialyse Hippursaiure dem isolierten Produkte beigemengt war, 
und diese die Quelle des Glycocolls sein kénnte. Gegen diese 
Auffassung ist anzufiithren, dab Benzoesiiure nur in verschwin- 
dend kleiner Menge isoliert werden konnte, und daher sicher 
nur der allerkleinste Teil des gewonnenen Glycocolls auf Hippur- 
siiure zuriickgefiihrt werden darf. Der auffallend hohe Gehalt 
an Glycocoll, ferner der Gehalt an Phenylalanin (auf Prolin 
ist nicht gepriiftt worden) legen uns den Gedanken nahe, dab 
dem isolierten Eiweifabkémmling eine analoge Bedeutung zu- 
kommen konnte, wie dem von E. Fischer und E. Abder- 
halden'!) bei der kiinstlichen und von E. Abderhalden?) 
bei der nattrlichen Verdauung beobachteten sog. «Polypeptid>. 

Weitere Untersuchungen miissen ergeben, ein wie grofer 
Teil des auf die beschriebene Art isolierten Produktes aus diesen 
Verbindungen besteht, und ob diese regelmiibig im menschlichen 
Harn vorkommen. Eine weitere Entscheidung iiber die Natur 
dieser Verbindungen erwarten wir von der biologischen Methode. 

!) Emil Fischer und Emil Abderhalden, Uber die Verdauung 
einiger Eiweifkérper durch Pankreasfermente, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, 
H. 1, S. 81, 1903, und Uber die Verdauung des Caseins durch Pepsin- 
salzsiure und Pankreasfermente, Ebenda, Bd. XL, S. 215, 1903. 

*) Emil Abderhalden, Abbau und Aufbau der Eiweifkoérper im 
lierischen Organismus, Diese Zeitschrift, Bd. LIV, S. 17, 1905. 






























Die Monoaminosduren des kristallisierten Eieralbumins. 
Von 

Emil Abderhalden und Fritz Pregl, Graz. 

(Aus dem [. Chemischen Institut der Universitat Bertin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. August 1905.) 


Zu der vorliegenden Untersuchung wurde dreimal um- 
kristallisiertes, nach der durch F. G. Hopkins und 5. N. Pinkus!) 
modifizierten Methode von Hofmeister?) dargestelltes Eier- 
albumin verwendet. Zur moglichsten Befreiung von Salzen 
wurde das Eieralbumin koaguliert und mehrere Tage gegen 
laufendes Wasser dialysiert. Bei der Hydrolyse mit Siaure sind 
isoliert worden: Alanin, Leucin, a-Pyrrolidinkarbon- 
siure, Asparaginsiure, Glutaminséure, Phenylalanin, 
Tyrosin und Cystin. Das Vorhandensein von Aminovale- 
riansiiure konnte nicht ganz exakt erwiesen werden. Phenyl- 
alanin und Prolin waren im_ nicht kristallisierten Eieralbumin 
bereits von E. Fischer’) nachgewiesen worden, Cystin und 
Tyrosin von K. A. Mérner*) im kristallisierten Eieralbumin. 
Im Vergleich zum bereits untersuchten Serumalbumin®) ist es 


'! F. G. Hopkins und S. N. Pinkus, Bemerkungen itiber die 
Kristallisation tierischer Albuminstoffe, Journal of Physiol., Bd. XXIII, 
S. 150, 1898. 

2) Franz Hofmeister, Uber die Darstellung von kristallisiertem 
Eieralbumin und die Kristallisierbarkeit kolloidaler Stoffe, Diese Zeit- 
schrift, Bd. XIV, S. 165, 1889, und Uber die Zusammensetzung des 
kristallinischen Eieralbumins, Ebenda, Bd. XVI, 5. 187, 1891. 

Emil Fischer, Uber die Entstehung von a-Pyrrolidinkarbon- 
siiure und Phenylalanin bei der Hydrolyse des Eieralbumins, Diese Zeit- 
schrift, Bd. XXXIHI,.S. 412, 1901. 

4K. A. H. Mirner, Zur Kenntnis der Bindung des Schwefels in 
den Proteinstoffen, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV, 5. 207, 1901. 

5) Emil Abderhalden, Hydrclyse des kristallisierten Serum- 
albumins aus Pferdeblut, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, 5. 495, 1903. 
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yon Interesse, daB auch hier Glycocoll nicht aufgefunden werden 
konnte. Offenbar liegt hier ein dieser Gruppe von EiweiBkorpern 
cemeinsames Verhalten vor. 


Experimenteller Teil. 


+80 g lufttrockenes, mehrmals umkristallisiertes Eieralbumin, 
mit einem Wassergehalt von 14.99°/o und einem Aschengehalt 
yon 0,58°/o, wurden mit 1500 ccm rauchender Salzsiiure iiber- 
gossen und nach eingetretener LOsung 6 Stunden am Riickflub- 
kiihler gekocht. Nach dem Einengen der Fliissigkeit im Vacuum 
bis zur Sirupkonsistenz wurde dieser Ruckstand mit 1500 cem 
absolutem Alkohol tibergossen und bis zur Sattigung gasformige 
trockene Salzsiiure eingeleitet. Nach nochmaliger Veresterung 
wurden die Ester in der tiblichen Weise in Freiheit gesetzt und 
in 8 | Ather aufgenommen. Nach dem Abdestillieren des Athers 
verblieben 328 g¢ Rohester.!) Bet der Destillation im Vacuum 
ergaben sich folgende Fraktionen: 


1. Fraktion bis 60° (Temperatur des Wasserbades) bei 11 mm Druck 48 g 


ye 60 100 ° | » > . 44 ; MW) 
107 ° > Olbades } O.5 » > 50 » 
{ » 107 170” ( > d > OD , 79 


Gewicht der abdest. Ester 213 g 

Der bald zum _ Teil kristallinisch erstarrende. braune 

Destillationsriickstand wog 103 g, er, sowie die erhaltenen Ester- 
traktionen wurden sofort in folgender Weise verarbeitet. 


1. Fraktion. 


sie wurde durch &stiindiges Kochen mit der 5fachen 
Menge Wasser am RiickfluBkiihler verseift und lieferte nach 
', Das atherische Destillat wurde mit wasseriger Salzsiure ausge- 
niittelt, diese dann vom Ather getrennt, zur Trockene verdampft und 
sehr geringe Riickstand mit absolutem Alkohol tibergossen, und nun 
bis zur Sattigung trockene gasfirmige Salzsiiure eingeleitet. Auch nach 
ngerem Stehen auf Eis und Impfen eines Kristallchens von Glycocoll- 
erchlorhydrat erfolgte keine Kristallisation. Wir haben besonders sorg- 
tig auf Glycocoll geprift, weil das nicht durch Kristallisation gereinigte, 
fewOhnliche> Eieralbumin Glycocoll enthilt 
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dem Abdampfen eine Kristallisation im Gewichte von 5,9 ; 


rs 


welche aus fast reinem Alanin bestand. F = 296° (korr.). 


— 


01978 g¢ Substanz gaben 0.1398 g H,O und 0,2930 g CO, 


Berechnet fiir C,H,NO,: | Gefunden : 

40,42°/o C, 7,92°/o H. 40,40 %'o Cy 7.9020 H. 

Zur Priifung auf Glycocoll wurde sowohl ein Teil der aus 
der ersten Esterfraktion erhaltenen Kristallisation, als auch die 
letzte zur Trockene verdampfte Mutterlauge, die sich bei der 
Reinigung des Alanins ergab, mit Alkohol und gasformiger 
Salzsiiure verestert. Nach dem Impfen eines Kristiillchens von 
Glycocollesterchlorhydrat und nach mehrtiégigem Stehen im Eis- 
schranke trat keine Kristallisation ein. 


2. Fraktion. 


sie wurde wie die erste Esterfraktion verseift und zur 
Trockene abgedampft. Nach dem Auskochen mit Alkohol wog 
die kristallinische Masse der Aminoséuren 24 g. Durch frak- 
tionierte Kristallisation aus Wasser konnten daraus geringe 
Mengen (2,1 g) Leucin (F = 297°) (korr.) und als Hauptmenge 
Alanin (21,0 g) isoliert werden. 

Das isolierte Leucin hatte folgende Zusammensetzung: 


0.1454 g Substanz lieferten 0,2927 g CO, und 0,1288 g H,O 


Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden : 
54,92°o C, 9,99°/o H. 54,90%Jo C, 9,91%o H. 


3. Fraktion. 


Das nach dem Verseifen, Abdampfen und Auskochen mit 
Alkohol erhaltene Aminoséiurengemisch lieferte neben 27 ¢g 
Leucin 6 g Alanin. Aminovaleriansadure konnte mit volliger Sicher- 
heit nicht nachgewiesen werden. Es gelang zwar durch sorg- 
failtige, fraktionierte Kristallisation ein Produkt zu erhalten, das 
die Analysenzahlen der Aminovaleriansaure gab. 

0.1002 g¢ Substanz gaben 0,1881 g CO, und 0,0865 g H,O 

Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden : 
01,28°%/o C und 9,40°%o H. 51,19°o C und 9,59°%o H. 

Die Menge dieser Verbindung war zu gering, um in tiber- 

zeugender Weise festzustellen, ob ein einheitliches Produkt 
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vorlag, oder nicht vielmehr ein Gemisch von Aminosduren (z. B. 
von Alanin und Leucin), eine Moglichkeit, die bei der grofen 
Neigung der einzelnen Aminosiuren, Mischkristalle zu_bilden, 
sehr in Betracht fiillt. 

Das isolierte Leucin (F = 297°) (korr.) zeigte folgende 

Zusammensetzung : 

0,1891 g Substanz gaben 00,8812 g CO, und 0,1667 g H,O 
Berechnet fiir C,H,,NO, : Gefunden: 
34,92°% C, 9,99°%o H. D4,.98°/o C, 9,86°/o H. 
Die aus Fraktion 2 und 3 erhaltenen, vereinigten alko- 
holischen Ausztige wurden zwecks Gewinnung der Pyrrolidin- 
carbonsiiure im Vacuum zur Trockene verdampft und wieder- 
holt mit absolutem Alkohol aufgenommen. Der Riickstand der 
alkoholischen Ausziige gab, mit Wasser und iiberschiissigem, 
frisch gefalltem Kupferoxyd gekocht, eine tiefblaue Lésung, 
welche nach dem Abfiltrieren des ungelésten Kupferoxyds bei 
vermindertem Druck zur Trockene gebracht wurde. Durch Aus- 
kochen dieses Riickstandes mit absolutem Alkohol konnte die 

Trennung des aktiven (8,2 g) vom racemischen Kupfersalz (4 g) 

bewirkt werden. 

Das racemische Kupfersalz zeigte folgende Zusammen- 
selzung : 

0.1150 ¢ Substanz verloren bei 120° 0.0127 g an Gewicht und lieferten 
darauf 0,0533 g H,O und 0,1542 g CO,; im Schiffchen verblieben 
0.0280 ¢ CuO 

Berechnet fiir C,,H,,N,O,Cu + 2H,0: 
10,99%/o H,O; 41,12%o C; 553% H; 21,80°% Cu 
Gefunden : 
11,04°/o H,O; 41,11°%o C; 5,83°/o H; 21.87% Cu. 
1.1033 g des aktiven Kupfersalzes hinterliehen beim Veraschen 0,0282 g 


Kupferoxyd 
serechnet fiir C,,H,,O,N,Cu: Gefunden: 
21,80°/o Cu. 21,82 °%o Cu. 


, 


4. Fraktion. 


Zum Zwecke der Abscheidung des Phenylalaninesters 
wurde diese Fraktion mit dem fiinffachen Volumen Wasser 
ibergossen und mit Ather der Phenylalaninester ausgeschiittelt. 
Der mit Wasser wiederholt gewaschene Atherauszug wurde mit 


































28 Emil Abderhalden und Fritz Pregl, 


Natriumsulfat getrocknet, dann der Ather abdestilliert, und der 
Destillationsriickstand durch wiederholtes Abdampfen mit rauchen- 
der Salzséure in das Phenylalaninchlorhydrat tbergefiihrt. Durch 
dessen Abdampfen mit tberschiissigem Ammoniak und Entfernung 
des Chlorammons mit kaltem Wasser konnten daraus 18 g freies 
Phenylalanin erhalten werden. 

0.1323 g Substanz lieferten 0.0815 g H,O und 0,3181 g CO, 

Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
65,41°/o C, 6,71°%o H. 65,57 °jo C, 6,890 H. 

Die wiisserigen vom Phenylalaninester befreiten Losungen. 
welche die Ester der Asparaginsaure und Glutaminsdure ent- 
hielten, wurden durch mehrstiindiges Kochen mit tiberschiissigem 
Barytwasser verseift; nach mehrtigigem Stehen wurde das 
abgeschiedene Barytsalz der Asparaginsaure abfiltriert, und 
sowohl Niederschlag als Filtrat quantitativ mit Schwefelsiure 
vom Baryt befreit. Aus den eingeengten Filtraten vom schwefel- 
sauren Baryt  kristallisierte einerseits Asparaginsiiure, 3,7 g. 
andrerseits konnten nach dem Sattigen mit gasfOrmiger Salzséure 
10 g Glutaminsiurechlorhydrat erhalten werden. Aus der durch 
Kochen mit Bleioxyd von Salzsaure befreiten Mutterlauge wurden 
noch 2.5 g aktiver Asparaginsiiure gewonnen. 


Analyse der Asparaginsiure: 
0.1622 g Substanz heferten 0,2136 g CO, und 0.0785 g H,O 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 
36.08 °%/o C, 5.30°/o H. 35,91°%o C, 5,41°%o H. 

Das Chlorhydrat der Glutaminsiure zeigte folgende Zu- 
sammensetzung: 

0.1812 g Substanz lieferten 0,2161 g CO, und 0,0886 g H,O 

Berechnet fiir C,H,,NO,CI: Gefunden: 
32,68°/o C, 5,49°%/o H. 32,53°/o C, 5,47°/o H. 

Der Riickstand, der nach dem Abdestillieren der Este 
zuriickgeblieben war, wurde in wenig Alkohol gelost und mit 
liberschiissigem Barytwasser 12 Stunden lang gekocht. Nach 
dem Filtrieren und quantitativen Entfernen des Baryts mil 
Schwefelsiiure, Einengen und Siittigen mit Salzsiure konnten 
daraus im Laufe von Wochen noch 31 ¢g Glutaminsiurechlor- 
hydrat abgeschieden werden. 
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Bestimmung des Tyrosin. 


100 g Eieralbumin (asche- und wasserfrei) wurden mit 
{ | 25°/oiger Schwefelsiiure 12 Stunden am RiickfluBkiihler ge- 
kocht, dann die Schwefelsiure quantitativ mit Baryt entfernt, 
und das Filtrat bis zur Kristallisation eingeengt. Der Baryum- 
sulfatniederschlag wurde solange mit Wasser ausgekocht, bis 
das Filtrat keine Reaktion mit Millons Reagens mehr zeigte, 
und die Waschwisser mit der urspriinglichen Losung vereinigt. 
Erhalten wurden 1,5 g Rohtyrosin. Durch Fiillen mit Phosphor- 
wolframsaure!) wurde das erhaltene Produkt gereinigt und 
aus dem Filtrat der nicht sehr bedeutenden Fiallung, nach Ent- 
fernung der iiberschiissigen Phosphorwolframsiiure mit Baryt 
und quantitative Fiillung des tiberschiissigen Baryts mit Schwefel- 
<iiure, durch Einengen 1,1 g reines Tyrosin erhalten. 
0.2105 g Substanz gaben 0,4612 g CO, und 0.1135 g H,O 
Serechnet fiir CgH,,NO,: Gefunden: 
59.66°/o CG und 6,07°o N. 59,7°/o C und 5,99°%/o H. 


3estimmung des Cystins: 


100 g Eieralbumin (asche- und wasserfrei) wurden mit 
300 g konzentrierter Salzsiiure (spez. Gew. 1,19) 6 Stunden 
am HKiickflubktihler gekocht, dann die Losung mit dem vier- 
fachen Volumen Wasser verdiinnt, mit reichlichen Mengen Tier- 
kohle gekocht, und die entfiirbte Lésung mit Natronlauge bis 
zur noch schwach sauren Reaktion versetzt. Nach kurzer Zeit 
trat Abscheidung von Kristallen ein. Nach 6 Tagen wurde ab- 
liltriert und das Rohprodukt, das neben Cystin noch Tyrosin 
enthielt, in 10° cigem Ammoniak heifi gelést, stark abgekiihlt 
unter Zusatz von soviel Eisessig, dafB die Reaktion alkalisch 
bleb. Es fiel bald ein Niederschlag aus, der aus Tyrosin be- 
stand. Das Filtrat wurde nun mit Eisessig tbersiittigt und so 
Gas Cystin gefallt. Erhalten wurden 0,20 g Cystin. Die Aus- 
beute ist nicht annihernd quantitativ, denn es konnte aus der 
ursprunglichen Flissigkeit durch Zusatz von Eisessig auch Cystin 
abgeschieden werden, aber in nicht vollig reinem Zustande. 


') Emil Fischer und Emil Abderhalden, Notizen iiber Hydro- 
e von Proteinstoffen, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 540, 1904. 

















































Abderhalden und Pregl, Uber Monoaminosiuren. 


0,3012 g Substanz gaben 0,5900 g BaSO, = 0,0810 g S$ 


© 


Jerechnet fiir C,H,,N,S_O, : Gefunden: 
26,66°)0 5S. 26,8°/o S. 


Auf 100 g aschefreies, bei 100° getrocknetes kristallisiertes 
Eieralbumin berechnen sich aus den vorliegenden Befunden: 


Alanin 2,1 g 
Leucin 61 » 
Prolin 2,25 
Asparaginsiure 1,5 
Glutaminsiure 8,0 
Phenylalanin 44 » 
Tyrosin 1,1 
Cystin 2 




























Die Monoaminosauren des Keratins aus Pferdehaaren. 
Von 
Emil Abderhalden und H. Gideon Wells, Chicago. 


(Aus dem I. chemischen Institut der Universitat Berlin. 


(Der Redaktion zugegangen am 5. August 1905.) 


Aus der umfangreichen und recht heterogenen Gruppe 
der sogenannten «Albuminoide» sind bis jetzt nur vier Eiweif- 
arten, der Leim,!) das Seidenfibroin,?) das Horn*) und das 
Elastint) eingehender auf ihre Zusammensetzung untersucht. 
Was ihren Gehalt an bekannten Monoaminosiiuren anbetrifft, 
<0 stehen alle 4 Korper einander sehr nahe, in der quanti- 
tativen Zusammensetzung zeigen sich jedoch grofe Unterschiede. 
Leim z. B. enthélt 16,59/o Glycocoll, Horn nur 0,34°%o. Es 
schien uns von Interesse, zu priifen, ob wenigstens in der 
iuberlich etwas einheitlicher erscheinenden Gruppe der Keratine 
eine anniihernde Ubereinstimmung im Gehalt an den einzelnen 
Aminosiuren anzutreffen sei. Es konnten bei der Hydrolyse 
des Keratins aus Pferdehaaren durch rauchende Salzsiiure 
Giycocoll, Alanin, Aminovaleriansadure, Leucin, Prolin, 
Glutaminsiure, Asparaginsaure und Serin isoliert werden, 
dagegen gelang es nicht, Phenylalanin mit Sicherheit nachzu- 
weisen. Jedenfalls ist seine Menge eine sehr geringe. Ferner 
wurde Tyrosin bestimmt. Mit dem Keratin aus Horn zeigt das 
Haarkeratin wenig Ubereinstimmung. So sind in ersterem nur 


Emil Fischer, P. A. Levene und R. H. Aders, Uber die 
ivse des Leims. Diese Zeitschrift, Bd. XXXV, 8S. 70, 1902. 
2) Emil Fischer und Aladar Skita, Uber das Fibroin der Seide. 
enda, Bd. XXXII, S. 177, 1901, und Uber das Fibroin und den Leim 
Seide. Ebenda, Bd. XXXY, S. 221, 1902. 
Emil Fischer und Theodor Dorpinghaus, Hydrolyse des 
nes. Ebenda, Bd. XXXVI. S. 462, 1902. 
**Emil Abderhalden und A. Schittenhelm, Die Abbauprodukte 
Elastins. Ebenda, Bd. XLI, S. 293, 1904. 
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0,34°/o Glyeocoll aufgefunden, wahrend wir im Keratin aus 
Pferdehaaren 4,7°/o nachweisen konnten. Der Phenylalaningehalt 
des Hornes ist ein ganz betriichtlicher (ca. 3°/o), wahrend wir 
hier Phenylalanin vollig rein nicht isolieren konnten. 

Zur Verwendung kam 1 kg schwarzer Pferdehaare. Bei 
100° verloren sie 11,5°/o Wasser. Sie besaBen einen Aschen- 
gehalt von 1,43°/o. Beim sechsstiindigen Kochen mit der drei- 
fachen Menge rauchender Salzsiiure (von spez. Gew. 1,19) blieb 
ein Teil ungelést als schwarze Masse («Melanin») zuriick. 
Ihre Menge betrug 3,57°/o des Ausgangsmateriales. Die filtrierte 
Hydrolysenfliissigkeit wurde unter vermindertem Druck stark 
eingeengt, dann in der bekannten Weise mit absolutem Alkoho! 
und trockenem Salzsiiuregas verestert. Die Veresterung wurde 
noch dreimal wiederholt, und schlieBlich aus den Hydrochloraten 
der Ester die freien Ester in der tiblichen Weise mit Alkali 
und Kaliumkarbonat in Freiheit gesetzt und in Ather aufge- 
nommen. Die fraktionierte Destillation der Ester gab folgendes 


Resultat: 
Fraktion | bis 60° des Wasserbades und 12 mm Druck 8&3 g 
Il 60 100° » > » 42 » > 60 
Hl 105 ° Olbades 05 » 130 
IV 105 > 200° » > > 0.5 » RO >» 


Bei der Destillation unter stark vermindertem Druck 
(0.5 mm) sammelten sich in der mit fliibiger Luft gekithlten 
zweiten Vorlage grobe Mengen von intensiv riechenden schwefe!- 
haltigen Produkten an. Im Destillationskolben selbst verblieb 
ein stark nach Estern riechender, ziiher, tiefbrauner Riickstand. 

Die drei ersten Fraktionen wurden sofort mit dem fiint- 
fachen Volumen Wasser solange am RiickfluBkiihler gekocht, 
bis die Fliissigkeit nicht mehr alkalisch reagierte. Die vierte 
Fraktion wurde mit dem fiinffachen Volumen Wasser versetzt 
und nun mit dem gleichen Volumen Ather ausgeschiittelt, der 
Ather dreimal mit Wasser gewaschen, und die mit Natriumsullfa' 
getrocknete, iitherische Lésung abgedampft. Es hinterblieb ein 
ziemlich reichlicher Riickstand, der sofort mit rauchender Salz- 
siiure iibergossen und eingedampft wurde. Die verbleibende, bald 
zum grobten Teil kristallinisch erstarrende Masse enthielt nach 
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den bisherigen Erfahrungen das Phenylalaninchlorhydrat. Durch 
Eindampfen mit Ammoniak suchten wir die freie Aminosiiure zu 
gewinnen, deren Abtrennung vom gebildeten Chlorammonium 
durch Auflésen in heiBem Wasser und Abkiihlen erfolgte. Die 
isolierte Aminosiaure hatte nicht das Aussehen des Phenylalanins. 
Sie zersetzte sich beim Erhitzen im Kapillarrohr gegen 290° 
und gab folgende Analysenzahlen: 


0,1619 g Substanz gaben 0,1448 g H,O und 0.3233 g CO, 
serechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
34,96°%o C und 9,92°o H. 04,49°/o C und 9,93°%o H. 


Die gesamte Substanzmenge wog roh 16,1 g. 

Weitere Fraktionen ergaben ebenfalls Zahlen, welche 
ziemlich gut auf Leucin stimmten. Die Analysenzahlen der 
sich zuletzt ausscheidenden Kristallmassen niherten sich denen 
des Phenylalanins. Es gelang jedoch nicht, ein ganz reines 
Priparat herzustellen. 

Da die Entwicklung groBber Mengen schwefelhaltiger Pro- 
dukte die Destillation der Ester bei 0,5 mm Druck durch Ver- 
stopfung der in fliissige Luft getauchten Vorlage wiederholt 
storte, glaubten wir den ungewoOhnlichen Befund von Leucin 
in dieser hohen Fraktion auf diesen Umstand zuriickfiihren zu 
miissen. Wir haben deshalb den ganzen Versuch mit 200 g 
Pierdehaaren wiederholt, das Resultat war genau dasselbe. 
Mit der genaueren Untersuchung der isolierten Produkte dieses 
Teiles der iiber 100° des Olbades bei 0,5 mm Druck destillierten 
Ester sind wir noch beschiiftigt. 

Die vereinigten wiisserigen Ausziige der vierten Fraktion 
wurden, wie tblich, durch zweistiindiges Kochen mit iiber- 
schissigem Baryt verseift, und dann die Lésung lingere Zeit 
aufbewahrt, wobei allmiéhlich am Boden des Gefiibes neben 


baryt die Kristalldrusen des asparaginsauren Barytes erschienen. 


Fraktion 1. 

Aus der ersten Fraktion wurden durch Eindampfen der 
durch Kochen mit Wasser verseiften Ester 20 g eines siif 
schmeckenden, bei 244° (korr.) schmelzenden Riickstandes er- 
halten. Er wurde mit 15 ccm absolutem Alkohol iibergossen, 


HNoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVI. 3 
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und nun bis zur Siittigung trockenes Salzsiiuregas eingeleitet, 
Nach kurzer Zeit erfolgte beim Stehen in einer Kaltemischung 
und nach erfolgter Einimpfung eines Kristillchens von Glyco- 
collesterchlorhydrat reichliche Kristallisation. Nach 24 Stunden 
war die ganze Masse zu einem lockeren Kristallbrei erstarrt, 
der abgesaugt, mit kaltem Alkohol und Ather gewaschen und 
liber Kalk im Exsikkator getrocknet wurde. Schmelzpunkt 
144° (korr.). Das Filtrat vom Glycocollesterchlorhydrat wurde 
unter vermindertem Druck zur Trockene verdampft, und aus 
dem Riickstand in gewohnter Weise die Ester mit Alkali und 
Kaliumearbonat in Freiheit gesetzt und in Ather aufgenommen. 
Der Ather wurde mit wiisseriger Salzsiiure ausgeschiittelt, und 
die salzsaure Losung zur Trockene verdampft. Es hinterblieb 
ein nur sehr geringer Riickstand. Offenbar lagen auBer Glycocol! 
nur Spuren anderer Aminosiuren vor. 


Fraktion 2. 

Sie wurde vollig zur Trockene verdampft, und der Riick- 
stand mit absolutem Alkohol ausgekocht. 

Auf diese Weise wurde die a-Pyrrolidincarbonsiiure iso- 
liert, die ins Kupfersalz verwandelt wurde. Beim Auskochen des 
gewonnenen Prolinkupfers gingen 0,5 g in Losung, 3,0 g blieben 
ungelost. 

Der in absolutem Alkohol unlosliche Teil dieser Fraktion 
bestand aus Glycocoll (20 g), Alanin (5 g), Leucin (3 g) und 
Spuren von Aminovaleriansiiure. Die Trennung dieser einzelnen 
Aminosiiuren erfolgte durch fraktionierte Kristallisation. Das 
isolierte Glyeocoll schmolz bei 240°. Zur weiteren Charak- 
terisierung wurde es in das Esterchlorhydrat verwandelt. 

0.1975 ¢ Substanz gaben 0,2508 g CO, und 0,1297 g H,0O. 

Berechnet fiir C,H, NO, - Cl: Gefunden : 

34,94°/o C und 7,28°/o N. 34,62°o C und 7,29°/o H. 


Kraktion 3. 


Sie enthielt die Hauptmenge des Prolins und des Leucins. 
Ersteres wurde durch Auskochen der zur Trockene eingedamp!- 
ten LOsung der Aminosiiuren mit absolutem Alkohol abgetrennt 
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Seine Menge betrug auf freies Prolin berechnet 26 g. Zur 
Analyse diente die racemische, durch Auskochen mit absolutem 
Alkohol vom aktiven Kupfersalz getrennte, an der Luft getrock- 
nete Kupferverbindung. 


Q77 


0,2550 g Substanz verloren bei 120° 0,0277 g H,O 


Berechnet fir C,,H,,0,N,Cu + 2H,0: Gefunden: 
10,99 °/o H,O. 10,87°/o H,O. 

0.2621 g Substanz gaben 0,0624 g CuO = 0,0498 g Cu 

Berechnet fiir C,H,,O,N,Cu + 2 H,O: Gefunden : 

19,41°/o Cu. 19.0% Cu. 


Die Menge des isolierten Leucins betrug 40.5 g. Es zer- 
ta) = 2] 
setzte sich gegen 297° (korr.). 


0.1679 g Substanz gaben 0,3383 g CO, und 0.1509 g H,O 


Berechnet fiir C,H,,NO, : Gefunden : 
54,96°/o C und 9,92°%o H. 54,94°/o C und 9,85°/o H. 


Von Alanin wurden in der Mutterlauge des Leucins neben 
8 g Aminovaleriansiure 8 g erhalten. Es zersetzte sich gegen 
296° (korr.). 
0.1719 g Substanz gaben 0,2530 g CO, und 0,1194 g H,O 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 
40 459° 0 CG und 7,87° 0 H. 40,14°;0 C und 7,72°/o H. 
Die Aminoisovaleriansiure wurde vom Alanin durch sorg- 
filtige fraktionierte Kristallisation getrennt. Zur volligen Reinigung 
wurde sie in das Kupfersalz verwandelt. 
01959 g Substanz gaben 0,2940 g CO, und 0,1220 g H,O 
Berechnet fiir C,,H,,N,0,Cu: Gefunden: 
40,59°%0 CG und 6,76°/0 H. 40,9%0 € und 691°/o H. 
Die aus dem Kupfersalz durch Zerlegen mit Schwefel- 
wasserstoff gewonnene freie Siiure zeigte folgende Zusammen- 


setzung, 
0.1846 g Substanz gaben 03505 g CO, und 0,1590 g H,O 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden : 
D1.28°'o C und 9,40°%o H. 51,77°/o C und 9,57°/o H. 


Durch wiederholte fraktionierte Kristallisation wurde ein 
relueres Praéparat gewonnen. 





0.2058 g Substanz gaben 0,3881 g CO, und 0,1747 g H,O 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden : 
D1,28°%o C und 9,40°/o H. 51.42% C und 9,48%o H. 
3* 
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Die Gewinnung reiner Aminovaleriansiiure aus einem Ge- 
mische von Alanin und Leucin ist mit groben Schwierigkeiten 
verkniipft. Vor allem ist darauf zu achten, dafi sehr leicht 
Gemische von Alanin und Leucin erhalten werden kOnnen, 
deren Analysenzahlen sehr genau auf Aminovaleriansiiuren stim- 
men. Wir haben in jedem Falle die Produkte, die nach Aus- 
sehen und Schmelzpunkt einheitlich zu sein schienen und deren 
Analysenzahlen mit) denen der Aminovaleriansaure  iiberein- 
stimmten, in mehrere Fraktionen geteilt und jede getrennt fiir 
sich analysiert. 

Fraktion 4. 

Die mit Baryt verseiften, wiisserigen Ausziige dieser Frak- 
tion wurden zuniichst vom ausgeschiedenen asparaginsauren 
Baryt abfiltriert. Seine Menge war sehr gering. Zur Darstellung 
der freien Siiture wurde das Barytsalz durch Kochen mit Schwefel- 
siiure zerlegt, und dann die tiberschtissige Schwefelsiiure nach 
dem Abfiltrieren des Baryumsulfates quantitativ gefallt. Auf 
diese Weise wurden 3 ¢ reine Asparaginsaure erhalten. 


OA9S8 g Substanz gaben 0.2595 g CO, und 0,0887 g H,O 


g 
Berechnet fiir C,H-O.N: Gefunden: 

4 | 4 
36.09°9/o Cound 5.26°/o H. 36,1490 CG und 5.03% H. 


Aus dem Filtrat vom asparaginsauren Baryt wurde der 
Baryt mit Schwefelsiiure quantitativ gefallt, vom Baryumsulfat 
abfiltriert, und das Filtrat sehr stark unter vermindertem Druck 
eingeengt. Zur Abscheidung der Glutaminsiiure wurde nun gus- 
formige Salzsiiure bis zur Sittigung eingeleitet. Nach einigen 
Tagen erfolgte reichliche Kristallisation von Glutaminsiiurechlor- 
hydrat. Seine Menge betrug auf freie Glutaminsiiure berechnel 
1D ¢. 

Die Mutterlauge vom Glutaminséurechlorhydrat wurde in 
tiblicher Weise durch Kochen mit gelbem Bleioxyd von der 
Salzsiiure befreit, das geléste Blei mit Schwefelwasserstolf ge- 
fiillt und nun zur Kristallisation eingeengt. Hierbei zeigte sich 
ein ausgesprochener, an Fleischextrakt erinnernder Geruch. 
Die Fliissigkeit selbst schmeckte stark siif. Das isolierte Pro- 
dukt zersetzte sich nach mehrmaligem Umbkristallisieren aus 













































Die Monoaminosduren des Keratins aus Pferdehaaren Od 































Wasser gegen 245°, nachdem es schon bei 220° sich gebraunt 


hatte. Es lag Serin vor, wie die Analyse zeigte. Seine Menge 


0.3021 ¢g Substanz gaben 03770 g CO, und 01900 g H,O 
Berechnet fir C,H,NO,: Gefunden : 


34.28°/o C und 6.66°'o H. 3403%>5 CG und 69 HH 
Destillationsrickstand. 


Der beim Abdestillieren der Ester verbleibende dunkel- 
raunrot gefarbte Riickstand wurde heil} in Wasser gelost und 
n mehrere Stunden mit iiberschiissigem baryt gekocht. 
Nach dem quantitativen Ausfallen des Baryts mit Schwefelsaure 
sten wir das Filtrat des Baryumsulfats stark ein. Hierbei 
s-hieden sich Kristalle aus, die nach Aussehen und Verhalten 
iin (6 g) waren. Das Filtrat des ausgeschiedenen Leucins 
ide weiter konzentriert. dann gasfOrmige Salzsiiure bis zur 
Sittigung eingeleitet. Nach dem Impfen eines Kristaéllchens von 
Glutaminsaurechiorhydrat und mehrtagigem Stehen im Eisschrank 
tarrte die ganze Masse kristallinisch. Auf Glutaminsiiure um- 


‘ 


eerechnet wurden 16.0 g reine Saure erhalten. 


Q.1891 g Substanz gaben 0.2259 g CO, und 0.0927 ¢ H,O 
Berechnet fiir C,H,NO,- HCL: Gefunden : 
32,7°'o C und d).4°/o H. 32,6°'o C und d,4°'o H. 


Aus der Mutterlauge des Glutaminsiéurechlorhydrates wurde 

Salzsiure durch Kochen mit Bleioxyd entfernt. Es hinter- 

eb beim Eindampfen der vom gelésten Blei mit Schwefel- 

wasserstoff befreiten Losung ein braungelb gefiirbter, intensiv 

‘ter schmeckender Sirup. Ein Teil wurde mit frisch gefilltem 

Kupferoxyd im UberschuB gekocht. Es entstand eine blaue 

sung. Es gelang jedoch weder ein gut kristallisierendes Kupfer- 

z zu erhalten, noch aus dem mit Schwefelwasserstolf zer- 

| | .egten Kupfersalz ein einheitlich aussehendes Produkt zu ge- 
nen. 


Bestimmung des Tyrosins. 


900 g Pferdehaare (—= 417,5 g nach Abzug des Wassers, 
Asche und des Melanins) wurden 15 Stunden mit 3 | 25° oiger 


~ 


wetelsdure gekocht, und dann die Schwefelsiiure quantitativ 
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mit Baryt gefallt. Der Niederschlag wurde abgesaugt, scharf 
abgeprebt und so lange mit Wasser ausgekocht, bis das Filtrat 
keine erhebliche Reaktion mit Millons Reagens mehr gab. 
Die vereinigten wiisserigen LOsungen wurden dann bis zur 
Kristallisation eingeengt. Das so gewonnene Rohtyrosin wurde 
dann in 2400 cem Wasser gelést und soviel Schwefelsfure zu- 
gesetzt, bis die Losung 5°/oig war und nun mit Phosphor- 
wolframsiiure gefallt. Es entstand ein reichlicher Niederschlag, 
der abgesaugt, scharf abgeprefbt und dann mit Baryt zerlegt 
wurde. Im Filtrat der Fallung wurde der tiberschissige Buryt 
mit Schwefelsiure quantitativ entfernt und nun das Filtrat 
vom Baryumsulfat bis zur Kristallisation eingeengt.  Erhalten 
wurden 2.5 g Rohprodukt. Nach mehrmaligem Umbkristallisieren 
aus heibem Wasser gab die Substanz folgende Zahlen: 

01185 g Substanz gaben 0,2293 g CO, und 0,010 g H,O 

0.1665 > 148 cem N [20°, 759 mm Hg] 

Gefunden: 52,77°/o C, 9,47°/o H und 10,15°/o N. 

Beim Erhitzen im Capillarrohr fing die Substanz gegen 260° 
an sich zu briiunen, gegen 270° sublimierte sie vollstiindig weg. 

Es ist wohl moéglich, daB hier dieselbe Aminosiiure vor- 
liegt, wie sie beim Casein als Begleiter des Tyrosins!) aufge- 
funden worden ist. Leider reichte die Substanzmenge zu weiteren 
Versuchen nicht aus. Zur genaueren Identifizierung soll die 
Darstellung wiederholt werden. 

Aus dem Filtrat der Phosphorwolframsaurefallung wurde 
die iiberschiissige Phosphorwolframséure mit Baryt entfernt, 
und der Uberschuf von Baryt quantitativ mit Schwefelsiiure 
ausgefillt. Durch Einengen des Filtrats des Baryumsulfates er- 
hielten wir 13,5 g reines Tyrosin, das nach einmaligem Um- 
ldsen aus heiBem Wasser folgende Zahlen gab: 


0.1936 g Substanz gaben 0,4240 g CO, und 0,1060 g H,O 
Berechnet fiir C,H: Gefunden: 


59,6620 Cound 6,08°%o H. 59,71°'o C und 6,08° 0 H. 
Berechnet man die gefundenen Mengen an_ einzelnen 
Aminosauren auf 100 g asche-, wasser- und melaninfreies Kera- 


') Emil Fischer und FE. Abderhalden, Notizen iiber Hvdrolyse 
von Proteinstoffen, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 8. 540, 1904. 
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tin, so erhalt man die folgenden Werte. Wir bemerken noch, 
daSi bei einer zweiten Hydrolyse mit nur 200 g Pferdehaaren 
die Ausbeuten etwas hdher gefunden wurden, aber doch im 
srohen und ganzen verhiiltnismibig dieselben Werte. 


Glycocoll 4,7 g 
Alanin 1d 


Aminovaleriansiiure 0.9 


Leucin 7.1 
Prolin 3.4 
Asparaginsaure 0.5 


Glutaminsédure 3.7 
Tyrosin 3,2 
Serin 0.6 » 1) 


') Die Werte fiir Serin sind in allen Fillen bedeutend zu niedrig. 
Man erhalt stets eine ziemlich betrachtliche Mutterlauge, aus der kristal- 
linische Produkte nicht zu erhalten sind. Es ist wohl méglich, daf$ durch 
das Kochen mit Bleioxyd ein Teil des Serins zersetzt wird. 








Die Monoaminosduren des Keratins aus Gansefedern. 
Von 
Emil Abderhalden und E. R. Le Count, Chicago. 


(Aus dem I[. Chemischen Institut der Universitat Berlin ) 
Der Redaktion zugegangen am 5. August 1905.) 


Im Vergleich zu dem jiingst!) untersuchten Keratin aus 
Pferdehaaren schien es uns von Interesse, ein aus anderer 
Quelle stammendes Keratin auf seine Zusammensetzung, speziell 
auf seinen Gehalt an Monoaminosiiuren, zu untersuchen, um 
festzustellen, ob innerhalb ein und derselben Gruppe von Eiweil- 
arten eine gewisse Ubereinstimmung auch in der quantitativen 
Zusammensetagung nachzuweisen ist. Mit Hilfe der Estermethode 
isolierten wir nach erfolgter Hydrolyse mit rauchender Salz- 
siure Glycocoll, Alanin, Aminovaleriansiure, Leucin, 
a-Pyrrolidincarbonsiéure, Asparaginsiiure, Glutamin- 
siiture und Serin. Ferner bestimmten wir den Tyrosin- 
gehalt. Phenylalanin diirfte nach unseren Beobachtungen 
wohl vorhanden sein, wir konnten es jedoch weder rein dar- 
stellen, noch seine Menge auch nur anniihernd bestimmen. Wie 
die am Schlusse der Arbeit angefiihrte Ubersicht der prozen- 
tischen Zusammensetzung des Keratins aus Giinsefedern an 
Monoaminosiiuren zeigt, entspricht dieses Keratin dem in den 
Pferdehaaren vorhandenen in seinem Gehalt an Monoamino- 
siiuren recht gut. 


Experimenteller Teil. 


1070 ¢ Giinsefedern mit einem Wassergehalt von 8,87° 
und einem Aschegehalt von 2,63°/o wurden in der dreifachen 
Menge konzentrierter Salzsiiure (spez. Gew. 1,19) gelOst, und 

‘) Emil Abderhalden und H. G. Wells, Die Monoaminosauren 
des Keratins aus Pferdehaaren, Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 31, 1905 
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die Losung sechs Stunden am RiickfluBkiihler gekocht, dann 
unter stark vermindertem Druck zum dicken Sirup eingedampft, 
nachdem ein Versuch, aus der stark konzentrierten Loésung 
lie Glutaminsaure als Chlorhydrat direkt zur Abscheidung zu 
bringen, kein befriedigendes Resultat ergeben hatte. Der Riick- 
stand wurde mit 31 absolutem Alkohol tibergossen und bis zur 
yvolkommenen Sattigung trockenes Salzsiuregas eingeleitet. Nun 
wurde die salzsaure alkoholische L6sung wiederum bei 12 mm 
Druck eingedampft, der ganze Prozefh noch zweimal wieder- 
holt. und schlieblich die Ester mit Alkali und Kaliumkarbonat 

der tiblichen Weise in Freiheit gesetzt und in Ather auf- 
genommen, Das nach dem Abdestillieren des Athers ver- 
bleibende Estergemisch wurde nun der fraktionierten Destillation 
interworfen: 


Fraktion | bis 55° des Wasserbades und 12 mm Druck 10.0 ¢ 
[| 100° > » 12 : 160.0 
I 105° Olbades 05 85.0 
IV 105 21)? OD 160.0 


Im Destillationskolben verblieb ein dunkelbraun gefirbter 
Riickstand, der beim Erkalten vollstiindig hart wurde. Er 
zeigte noch ausgesprochenen Estergeruch. 


Fraktion 1. 
Die erste Fraktion wurde sofort mit wisseriger Salzsiiure 
ibergossen und zur Trockene verdamptt. Es hinterblieb nur 
sehr geringer Riickstand. Die Hauptmasse dieser Fraktion 
bestand aus Alkohol und Ather. 
Fraktion 2. 

Sie wurde sofort durch achtstiindiges Kochen mit der 
siebenfachen Menge Wasser am Riickflufkiihler verseift, dann 
lurch Einengen in einzelne Fraktionen geteilt, die alle nach 

igem Trocknen mit absolutem Alkohol ausgekocht wurden. 
Die alkoholischen Ausziige wurden vereinigt, dann im Vacuum 
zr Trockene verdampft, nochmals in absolutem Alkohol ge- 
st. vom Ungeldsten abfiltriert und nun wieder verdampft. 
lan kann durch Wiederholung des Abdampfens und Wieder- 
osen in absolutem Alkohol mitgeléste andere Aminosiiuren, 





Emil Abderhalden und E. R. Le Count, 


aufer Prolin, zur Abscheidung bringen und so das Prolin 
reinigen. Zu seiner Identifizierung wurde der Riickstand des 
alkoholischen Auszuges in Wasser aufgelost, mit Uberschiissigem 
Kupferoxyd gekocht und vom ungelésten Kupferoxyd abfiltriert. 
Mie dunkelblau gefarbte L6sung wurde nun zur Trockene ein- 
gedampft, und dann mit absolutem Alkohol das Kupfersalz des 
aktiven Prolins herausgelést. Auf freie a-Pyrrolidincarbonsiiure 
berechnen sich aus beiden Kupfersalzen 8,9 g. 
0.1232 ¢ racemisches, lufttrockenes Kupfersalz gaben 0,0296 g¢ CuO 
== 0.0236 ¢ Cu 


Jerechnet fiir C,H,,0,N,Cu -+- 2 H,0: Gefunden : 
19,41°/o Cu. 19,1°/o Cu, 


Die in absolutem Alkohol unléslichen Aminosiiuren wurden 
in zahlreiche Fraktionen zerlegt. Es konnten durch systematische 
Kristallisation erhalten werden: 24,5 g Leucin, 9,0 g@ Alanin 
und 25,0 g Glycocoll; ferner liefen die Analysenzahlen ver- 
schiedener Fraktionen auf das Vorhandensein von Amino- 
valeriansiiure schlieben. 

Das Glykokoll wurde aus den am leichtesten léslichen 
Gemischen als Esterchlorhydrat abgeschieden. 

0.1331 ¢ Substanz gaben 0,1680 g CO, und 0,0861 ¢ H,O 

Berechnet fiir C,H,,NO, - Cl: Gefunden : 
34.41% C und 7,17°%o H. 34,4°%/o G und 7,2 °%o H. 

Das isolierte Alanin zersetzte sich gegen 296° (korr.). 

0.1858 g Substanz gaben 0.2754 g CO, und 0,1329 g H,O 

Berechnet fiir C,H,NO,: | Gefunden : 

40,45°%0 C und 7,87°/o H. 4),.42°lo GC und 7,95°o H. 
Das gewonnene Leucin zersetzte sich gegen 297° (korr.). 
0.1876 g Substanz gaben 0.3761 g CO, und 0,1660 g H,O 

Berechnet fiir CgH,,NO,: Gefunden : 

54,96°0 C und 9,92°%o H. 54,67 °/o C und 9,83°/o H. 


Fraktion 3. 

Sie wurde mit der siebenfachen Menge Wasser solange 
am Riickflubkiihler gekocht, bis die alkalische Reaktion § ver- 
schwunden war, dann unter vermindertem Druck vollig zur 
Troekene verdampft und aus dem Gemisch durch Auskochen 
mit absolutem Alkohol das a-Prolin, dessen Menge 24,5 g be- 
trug, entfernt. Der unlésliche Riickstand bestand aus Alanin 
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8.0 g), Leucin (16,0 g) und Aminovaleriansaure (5.0 g). Die 
Trennung dieser Aminosiuren erfolgte durch wiederholte frak- 
tionierte Kristallisation. 

Die isolierte. wiederholt umkristallisierte und in mehrere 
Fraktionen getrennte Aminovaleriansiure gab folgende Analysen- 


werte : 
0.1500 g Substanz gaben 0,2799 g CO, und 0,1245 g H,O 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
51,28°'o C und 9,40°/o H. 590,89°'o C und 9,22 %o H. 


Fraktion 4. 

Sie wurde sofort mit dem fiinffachen Volumen Wasser 
versetzt und dann mit dem gleichen Volumen Ather geschiittelt. 
Der im Scheidetrichter abgetrennte Ather wurde, wie iiblich, 
mit Wasser wiederholt gewaschen, und hierauf die vereinigten 
wiisserigen Extrakte durch zweistiindiges Kochen mit tiber- 
<chissigem Barythydrat verseift. Aus der aitherischen LoOsung 
wurde der Ather abdestilliert, der gelbbraun gefiirbte dlige 
hiickstand mit konzentrierter Salzsaure zur Trockene  ver- 
dampft, der zum grofiten Teil kristallinische Riickstand, in dem 
wir das Hydrochlorat des Phenylalanins vermuteten, durch 
Lindampfen mit Ammoniak zerlegt und schlieBlich durch Auflésen 
der ganzen Massen, Kochen mit Tierkohle und fraktionierte Kri- 
-tallisation die freie Aminosaure vom gebildeten Chlorammonium 
getrennt. Die sich ausscheidenden Kristallisationen hatten nicht 
das Aussehen des Phenylalanins, auch gaben sie, mit verdiinnter 
Schwefelsiure und einem Kornchen Kaliumbichromat gekocht, 
nicht den charakteristischen Geruch des Phenylacetaldehydes. 
Wer Zersetzungspunkt der einzelnen Kristallisationen lag gegen 
290°. Wie verschiedene Analysen ergaben, lag Leucin vor 
und zwar in grofen Mengen. Wir haben hier dieselbe Er- 
scheinung vor uns, wie bei der Untersuchung des Keratins aus 
Pferdehaaren.!) Die genauere Natur des isolierten Leucins ist 
noch nicht aufgeklirt. Im ganzen wurden isoliert: 34,0 g. 

0.1550 g Substanz gaben 0.8115 g CO, und 01389 g H,O 

Berechnet fiir C,H,,NO, : Gefunden: 


34,96"'o C und 9,92°%o H. 54.80% 0 C und 9.80% H. 


!. ¢. 
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Aus den leichter loslichen Kristallfraktionen wurden Pro- 
dukte isoliert, welche einen hoheren Kohlenstoffgehalt besafen 
als das Leucin. Die Analysenzahlen naherten sich denen des 
Phenylalanins sehr, so dai angenommen werden darf, dat 
Phenylalanin vorhanden ist, jedoch offenbar nur in kleinen 
Mengen. 

Aus den mit Baryt verseiften wasserigen Extrakten hatte 
sich im Laufe der Zeit asparaginsaures Baryt ausgeschieden, 
das abfiltriert und durch Kochen mit Schwefelsiure zerlegt 
wurde. Durch quantitatives Fiillen der tiberschiissigen Schwefel- 
siure mit Baryt erhielten wir reine Asparaginsaure (8,5 g). 

0.1823 ¢ Substanz gaben 0.2410 g CO, und 0,0883 ¢g H,O 

Berechnet fiir C,H,O,N: Gefunden: 
36,09°'0 Cound 5,26° 0 H. 36,05°/o CG und 5,32 °%o H. 

Aus dem Filtrat vom asparaginsauren Baryt wurde der 
Baryt quantitativ mit Schwefelsaure ausgefallt, das Filtrat vom 
schwefelsauren Baryt stark eingeengt und zur Abscheidung der 
Glutaminsiure als Chlorhydrat mit gasformiger Salzsiure gesiittigt. 
Nach liingerem Stehen und Impfen mit einem Kristillchen von 
Glutaminsiiurechlorhydrat erfolgte reichliche Kristallisation. Auf 
reine Glutaminsiiure berechnet betrug die Ausbeute 12.0 ¢. Ein 
Teil des Hydrochlorates wurde in der bekannten Weise durch 
Kochen mit gelbem bleioxyd in die freie Saure verwandelt. 

0.1696 g Substanz gaben 0,2534 g CO, und 0,0957 g H,O 

Berechnet fiir C,H,O,N: Gefunden : 
W819 o C und 6,12 %/o H. 4),75°)o C und 6,26°/o H. 

Die Mutterlauge vom Glutaminsaurechlorhydrat wurde zur 
Kntfernung der Salzsiiure mit gelbem Bleioxyd gekocht, filtriert, 
vom gelésten Blei durch Einleiten von Schwefelwasserstoff be- 
freit, und das Filtrat vom Bleisulfid zur Kristallisation eingeengt. 
Die erste Kristallisation schmeckte deutlich sauer und zeigte 
in Kristallform und im Aussehen des Kupfersalzes das Ver- 
halten der Asparaginsiiure (2,0 g). Die Mutterlauge von der 
Asparaginsiiure roch ausgesprochen nach Fleischextrakt und 
schmeckte stark sti}. Die durch weiteres Einengen erhaltenen 
Kristallmassen zeigten das Verhalten des Serins. Gegen 225 
briiunte sich die Substanz, um sich gegen 245° yollig zu 


zersetzen. 
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0,1643 g Substanz gaben 0,2076 g CO, und 0.0991 g H,O 


D 5 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 
34,28°/0 C und 6,66°/o H. 54,4°'o C und 6.7% H. 

Ausbeute 4.5 g. 


Verarbeitung des Destillationsriickstandes. 


Der im Destillationskolben verbliebene dunkelbraunrot ge- 
firbte, feste Riickstand wurde, wie ublich, in Wasser aufge- 
nommen und mit 400 g Baryt 6 Stunden am Riickflubkiihler 
sekocht, dann der baryt quantitativ mit Schwefelsiure gefillt, 
und das Filtrat vom schwefelsauren Baryt stark eingeengt. 
Hierbei schieden sich zuniichst Kristallmassen ab, die nach 
wiederholtem Umbkristallisieren aus heifem Wasser unter An- 
wendung von Tierkohle ganz das Aussehen des Leucins zeigten 
2 g). Das Filtrat dieser Kristallmassen wurde weiter ein- 
seengt, und dann zur Abscheidung der Glutaminsaure mit gas- 
formiger Salzsaiure gesattigt. Es erfolgte nach mebhrtiigigem 
Stehen auf Eis und Einimpfen eines Kristallchens von Glutamin- 
siurechlorhydrat reichliche Kristallisation. Auf reine Glutamin- 
<iiure berechnet wurden isoliert: 10,0 g. Das Filtrat vom 
Glutaminsiiurechlorhydrat wurde mit bleioxyd zur Entfernung 
der Salzsiure gekocht. Beim Einengen der von dem gelosten 
blei durch Einleiten von Schwefelwasserstoff getrennten Losung 
erhilt man einen dunkelbraunen, intensiv und recht unan- 
venehm bitter schmeckenden Sirup. Bis jetzt ist es uns nicht 
velungen, aus demselben Verbindungen zu isolieren, welche 
einen einheitlichen Eindruck gemacht hitten. 


Bestimmung des Tyrosins. 

500 g Giinsefedern (= 442,5 g¢ asche- und wasserfreies 
\eratin) wurden mit 3 | 25°/oiger Schwefelsiure 15 Stunden 
im Riickflubkiihler erhitzt, dann mit Baryt die Schwefelsiure 
juantitativ gefallt. Das abtiltrierte Baryumsulfat kochten wir 
-olange aus, bis das Filtrat keine Reaktion mit Millons 
heagens mehr gab, und dampften dann alle Filtrate bis zur 
Aristallisation ein. 

Das so gewonnene Rohtyrosin, das, in 5°/oiger Schwefel- 
-iure gelést, mit Phosphorwolframsiiure eine starke Fiallung 
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gab, wurde in heibem Wasser geldst, mit Tierkohle gekocht 
und nun durch Einengen der Losung zur Abscheidung gebracht. 
Erhalten wurden 16,0 g Tyrosin. 
0.1425 g Substanz gaben 0,3118 g CO, und 0,0822 g H,O 
serechinet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
599,66°/o C und 6,07° 0 H. 59,6°/o C und 6,40°/o H. 
Berechnet man die gefundenen Mengen an_ einzelnen 
Aminosiiuren auf 100 g asche- und wasserfreies Keratin, so 
erhalt man folgende Werte: 


Keratin aus Giinsefedern Keratin aus Pferdehaaren ! 
Glycocoll 2.6 g 4,7 g 
Alanin 1.8 » 1,5 
Aminovaleriansiiure 0,5 » 09 » 
Leucin 8.0 » rh ee 
Prolin 3,5 » 3,4 
Glutaminsiure 23 > 3.7 
Asparaginsiiure 1,1 » 0.5 
Tyrosin 3,6 » 3,2 » 
Serin 0,4 » 0,6 


Vergleicht man diese Zahlenwerte, welche selbstverstiind- 
lich keine absoluten GroBen darstellen, mit den aus dem Keratin 
der Pferdehaare gewonnenen, so findet man eine recht gute 
Ubereinstimmung dieser beiden EiweiBstoffe in den quantitativen 
Verhiiltnissen der einzelnen Aminosiiuren. Dab aus dem Keratin 
der Federn bedeutend weniger Glycocoll gewonnen wurde, 
dirfte, wie das Resultat der Verarbeitung der ersten Fraktion 
zeigt, auf einen Verlust zuriickzuftihren sein, auch hatten wir 
versiiumt, den von den Estern abdestillierten Ather auf Cily- 
eocoll zu untersuchen. 




























Uber das Vorkommen von Cholesterinestern im Gehirn. 


Von 
Dr. R. Biinz. 


Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts zu Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. August 1905.) 


Von Baumstark') wurde die Angabe gemacht, dal das 
Gehirn nicht nur Cholesterin, sondern auch gebundenes Cho- 
lesterin — vielleicht als Olsiiureester — enthiilt und dab letzteres 
sogar an Menge ersteres Uubertrifft. Diese Angabe ist in die 
Lehrbiicher tibergegangen. 

Bei genauerer Priifung der Experimente jedoch, auf Grund 
derer Baumstark zu diesem Resultat gekommen ist, ergibt 
sich, daB der Beweis fiir die Existenz derartig gebundenen 
Cholesterins keineswegs erbracht ist. Baumstark benutzte 
zur Entfernung des Cholesterins aus den atherischen Gehirn- 
auszigen die Eigenschaft dieser Substanz, sich in warmem 
Alkohol zu losen, um beim Erkalten wieder auszukristallisieren. 
kr behandelt daher das iitherische Extrakt so lange und so 
oft mit Alkohol bei 40—50°, als die abegegossenen alkoholischen 
Losungen beim Erkalten noch Cholesterin abscheiden. Die ver- 
einigten alkoholischen Mutterlaugen engt er bei 40° auf ein 
Kleines Volumen ein. Den dabei resultierenden Riickstand, 
welcher eine mit Cholesterinkristallen durchsetzte, rétlichgelbe, 
lig schmierige Masse darstelli, riihrt er mit wenig 85°/oigem 
Alkohol bei 40° an, wobei sich nur das Ol lost, filtriert iiber 
(laswolle von den ungelésten Cholesterinkristallen ab und ver- 
dunstet bei 40°. Diese Operation wiederholt er so lange, bis 
sich auch beim Abkiihlen unter 0° keine Spur Cholesterin aus 
ier alkoholischen Lésung abscheidet. 


LL 


') Diese Zeitschrift, Bd. IX, S. 163. 











































R. Binz, 

Auf diese Weise glaubte Baumstark einen in Alkoho! 
leicht l6slichen, von Cholesterin vollkommen befreiten Gehirn- 
auszug erhalten zu haben. Als er nun nach der Verseifung 
mit alkoholischer Kalilauge wiederum reichliche Mengen Chol- 
esterin aus dieser Masse erhielt, meinte er, aus diesem Befunde 
auf das Vorhandensein von gebundenem Cholesterin schlieBen 
zu dirfen, und zwar vermutet er wegen der dabei auftreten- 
den Olsiiure einen Cholesterinester dieser Siiure. 

Ks liegt auf der Hand, dafi hier ein falscher Schluf vor- 
liegt. Die in reichlicher Menge in der Atherlésung vorhandenen 
Stoffe, wie Lecithin, vermégen bedeutende Quantitiéten Cholesterin 
in Lésung zu halten, welche sich durch das von Baumstark 
benutzte Verfahren mittels Alkohol nicht nachweisen lassen, 
wohl aber nach der Behandlung mit alkoholischer Kalilauge., 

Da wir nun in dem Aceton ein Mittel kennen gelernt 
haben, mit Hilfe dessen Cholesterin in sehr viel vollkommenerer 
Weise, als es bisher modglich war, vom Lecithin und ahnlichen 
Stoffen zu trennen ist (G. Zuelzer),!) so veranlaBbte mich Herr 
Prof. Thierfelder, die Angaben von Baumstark nachzupriifen. 

Uber die Versuche soll im folgenden kurz berichtet werden: 

Etwa 650 ¢ von Blut und Héauten befreites und = zer- 
kleinertes, frisches Pferdegehirn wurde mit der anderthalbfachen 
Menge entwiisserten Natriumsulfats verrieben und darauf durch 
ein feines Sieb getrieben. Auf diese Weise erhielt ich ein 
vollkommen trockenes und feines, fiir die weitere Bearbeitung 
auberordentlich geeignetes Pulver. Dieses wurde so oft mil 
Ather ausgeschiittelt, bis im Verdunstungsriickstande einer Probe 
des abgegossenen Athers kein Cholesterin mehr nachzuweisen 
war. Die Atherausziige wurden vereinigt, eingeengt und mif 
dem doppelten Volumen Aceton versetzt. Nachdem der ent- 
standene Niederschlag sich abgesetzt hatte, wurde die Fliissig- 
keit abfiltriert, der Niederschlag wieder in Ather gelist, die 
iitherische Loésung abermals mit Aceton gefillt und das Ver- 
fahren in gleicher Weise noch zweimal wiederholt. Ich erhielt 
so einen in Aceton unléslichen Riickstand und vier Aceton- 
Atherliésungen. 


’) Diese Zeitschrift, Bd. XXVII, S. 26d. 
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Der Riickstand wurde in Alkohol gelost und mit al- 
koholischer Kalilauge gekocht. Aus der verseiften Masse lief 
sich mit Ather kein Cholesterin ausziehen. 

Die AcetonlOsungen wurden nebeneinander eingeengt 
und auf O° abgekiihlt, die abgeschiedenen Kristalle abfiltriert, 
die Mutterlauge wieder konzentriert, abgekihlt, die ausge- 
<-hiedenen Kristalle abermals abfiltriert usw., bis keine weitere 
Kristallisation mehr erfolgte. Die Hauptmenge des Cholesterins 
schied sich aus der ersten Acetonlésung ab. Aus der dritten 
wurde nur sehr wenig erhalten, aus der vierten gar nichts. 

Die letzten Mutterlaugen, aus denen sich keine Kristalle 
mehr gewinnen lieben, wurden vereinigt. Sie stellten eine ge- 
ringe Menge einer wasserhaltigen, braun gefiirbten Fliissigkeit 
dar, welche sich mit Alkohol klar mischte. Nach der Verseifung 
mit alkoholischer Kalilauge lieB sich aus diesen Mutterlaugen 
kein Cholesterin isolieren. 

Damit ist der Beweis erbracht, dafi weder in dem in 
Aceton unldslichen Teil des Atherauszuges der Gehirne, noch 
in der nach Abscheidung des Cholesterins aus der Aceton- 
losung hinterbleibenden Mutterlauge eine Substanz, welche 
nach der Verseifung Cholesterin gibt, also gebundenes Cholesterin 
in Sinne von Baumstark, vorhanden ist. 

Baumstark hat die Vermutung ausgesprochen, daf} das 
ron ihm als gebunden angenommene Cholesterin in Form des 
(i|sfiureesters vorkiime, da er aus der verseiften Masse auber 
Cholesterin bedeutende Mengen Olsiiure zu isolieren vermochte. 

Dort wo aber Baumstark das gebundene Cholesterin 
hachgewiesen zu haben glaubte, d. h. in dem in Alkohol leicht 
lislichen Teil des Atherauszuges, ist das Vorkommen von 
Cholesterinestern héchst unwahrscheinlich; denn nach den 
Untersuchungen von E. Schulze!) und den spiiteren von 
Hiirthle?) sind die Cholesterinester in Alkohol schwer léslich. 
Baumstark selbst weist auf diesen Widerspruch hin. 

Die bisher geschilderten Ergebnisse meiner Versuche 
sprechen nun keineswegs gegen die Existenz von Cholesterin- 

Ber. d. deutsch. chem. Ges., 1872, 5. 1075. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXI, S. 335. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVI. 
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estern im Gehirn, denn diese Substanzen werden aus iitherischer 
Losung, in der sie neben Cholesterin vorhanden sind, ebenso- 
wenig wie dieses selbst durch Aceton ausgefiillt, sie muBten daher, 
falls sie im Gehirn vorhanden waren, sich in den Aceton- 
lOsungen finden und mit dem Cholesterin zusammen beim Ver- 
dunsten der Losungen auskristallisieren. Daf tatsachlich durch 
Aceton in atherischer Losung von Gemengen des Cholesterins 
mit seinen Estern keine Fillung hervorgerufen wird, konnte 
ich feststellen, indem ich itherische LOsungen von Cholesterin. 
welches mit verschiedenen Mengen von Olsiiureester, Palmitin- 
siiureester oder Stearinsaiureester!) gemischt war, mit dem 
mehrfachen Volumen Aceton versetzte: in keinem Falle trat 
eine Abscheidung auf. Alle Losungen blieben dauernd klar. 

Es waren daher nur noch die aus den Acetonlésungen 
erhaltenen Cholesterinkristalle auf einen etwaigen Gehalt an 
Estern zu untersuchen. Nun sind einerseits die Cholesterinester 
sehr viel schwerer lOslich in Alkohol als reines Cholesterin, 
andrerseits weicht ihr Schmelzpunkt ganz bedeutend (um 60°) 
von dem des reinen Cholesterins ab, sodaB zu erwarten war. 
dafi sich die Anwesenheit auch geringer Mengen von Estern 
neben Cholesterin dadurch zu erkennen geben wiirde, dal} die 
aus einer warmen alkoholischen Lésung, welche beide Substanzen 
enthielt, zuerst auskristallisierende Fraktion einen niedrigeren 
Schmelzpunkt zeigt, als reines Cholesterin. 

Daraufhin angestellte Versuche mit Mischungen von Chio!l- 
esterin mit wechselnden Mengen verschiedener Ester ergaben. 
dai} in der Tat geringe Beimengungen von Estern den Schmelz- 
punkt der beim Erkalten einer warmen alkoholischen Losung 
zuerst auftretenden Kristalle herunterdriickte, wiihrend die aus 
der eingeengten Mutterlauge erhaltenen Kristalle sich dem rich- 
tigen Schmelzpunkt des Cholesterins niiherten. Umstehende 
Tabelle gibt eine Ubersicht tiber die bei diesen Versuchen ge- 
fundenen Sehmelzpunkte: 


‘) Die Ester waren nach den Angaben von Hiirthle (1. c.) synthetis 
dargestellt. Sie stimmten in allen Eigenschaften mit den fiir diese Sul- 
stanzen angegebenen itiberein und zeigten die richtigen Schmelzpunk' 
Der Olsiureester schmolz bei 42°, der Palmitinsiiureester bei 78° 
der Stearinsiiureester bei 82°. 











Uber das Vorkommen von Cholesterinestern im Gehirn. 











Alkoholische Cholesterin- Schmelzpunkt der 

losung zuerst aus der ersten aus der zweiten 

erhaltenen 
mit Kristalle | Mutterlauge erhaltenen Kristalle 

5% Olsiureester .. . 80° | 142° 145° 
5°» Palmitinsaurester . RO" 141° 145° 
5°o Stearinsiureester . 79° 140" 
10° Olsiiureester . .. 36° | 120" 142° 
{0% Palmitinsaéureester . 50? | 139° | — 
10°/o Stearinséureester . 60° | 140° 





Nachdem also festgestellt worden war, dab auf diese Weise 
schon kleine Mengen von Cholesterinestern neben Cholesterin 
nachgewiesen werden konnen, kristallisierte ich die Gesamt- 
menge der erhaltenen Kristalle (siehe oben) aus Alkohol um 
und bestimmte den Schmelzpunkt der zuerst sich abscheidenden 
Kristalle. Er lag bei 142°, um nach abermaligem Umbkristalli- 
sieren auf 145° zu steigen. Danach ist also die Anwesenheit 
auch kleiner Mengen von Cholesterinestern im Gehirn aus- 
zuschlieBen. 

Zur Kontrolle wurden siamtliche Cholesterinkristalle noch 
nach der von Kossel und Obermiiller!) angegebenen Methode 
mit Natriumalkoholat behandelt. Es konnten dabei keine Fett- 
siiuren isoliert werden. 

Das Ergebnis meiner Versuche ist, dai sich im 
Atherauszug des Gehirns weder Ester des Cholesterins 
mit héheren Fettsiuren, noch andere Verbindungen 
des Cholesterins, welche beim Verseifen gespalten 
werden, finden. 


', Diese Zeitschrift, Bd. XVI, S. 141. 


































Uber das Verhalten verschiedener Polypeptide gegen 
Pankreassaft und Magensaft.' ) 


Von 
Emil Fischer und Emil Abderhalden. 
























(Aus dem JI. Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10, August 1905.) 


Nach Beobachtungen von E. Fischer und P. Bergell?) 
zeigen die kiinstlichen Dipeptide gegeniiber den Fermenten, die 
aus toter Pankreasdriise extrahiert und unter dem Namen Tryp- 
sin oder Pankreatin in den Handel gebracht werden, scharfe 
Unterschiede. Die einen, wie Glyeyl-glycin, werden nicht in nach- 
weisbarer Menge angegriffen, wahrend andere, wie das Glycyl- 
l-tyrosin, eine rasche Spaltung in die Komponenten erfahren. 
Besonders interessant gestaltete sich der Versuch beim race- 
mischen Leucyl-alanin; denn die Hydrolyse erfolgt hier asym- 
metrisch, d. h. sie beschriinkt sich auf die eine optisch-aktive 
Komponente des Racemkorpers. Die Ausdehnung dieser Unter- 
suchungen auf die komplizierteren Polypeptide wurde damals 
durch die schlechte Beschaffenheit des kauflichen Pankreasfer- 
mentes und die dadurch bedingte Schwierigkeit, die Produkte der 
Hydrolyse zu isolieren, verhindert. 

Durch die Gtite des Herrn Prof. Pawlow in St. Peters- 
burg sind wir inzwischen in den Besitz von reinem Pankreas- 
saft gelangt, der von Hunden mittels einer Pankreasfistel ent- 

') Diese Mitteilung ist eine wesentliche Erweiterung der Abhand- 
lung, welche wir am 23. Februar dieses Jahres der Akademie der Wissen- 
schaften in Berlin vorlegten (Sitzungsberichte 1905, S. 290 u. Chemische 
Zentralblatt, 1905, Bd. I, S. 923), denn die Zahl der untersuchten Poly- 
peptide ist von 12 auf 20 gestiegen, und die Versuche mit Magensaft sind 
dazu gekommen. 

2) Berichte der Deutschen chem. Gesellsch.. Jg. XXXVI, S. 2592 
1903), u. XXXVIT, S. 3103 (1904). 
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nommen war. Wir haben mit Hilfe dieses tiberaus wirksamen 
Fermentes eine ganze Reihe von Polypeptiden gepriift und fassen 
die Resultate in folgende Ubersicht zusammen: 


Hydrolysierbar. Nicht hydrolysierbar 
Alanyl-glycin. Glycyl-alanin. 
Alanyl-alanin. Glycyl-glycin. 
Alanyl-leucin A. Alanyl-leucin B 
Leucyl-isoserin A, Leucyl-alanin. 
Glycyl-l-tyrosin. Leucyl-glycin. 
Leucyl-l-tyrosin. Leucyl-leucin. 
Alanyl-glyeyl-glycin. Aminobutyryl-glyein. 
Leucyl-glycyl-glycin. Aminobutyryl-aminobuttersaure A 
Glycyl-leucyl-alanin. Aminobutyryl-aminobuttersdure B. 
Alanyl-leucyl-glycin. Aminoisovaleryl-glyein. 
Dialanyl-cystin. Glycyl-phenylalanin 
Dileucyl-cystin Leucyl-prolin. 
Tetraglycyl-glyein. Diglycyl-glyein. 
Triglvcyl-glycin-ester (Curtius’ Triglyeyl-glycin. 

Biuretbase) Dileucyl-glycyl-glyein. 


Wie der Vergleich zwischen den beiden Reihen ergibt, 
t der Angriff des Pankreasfermentes durch recht verschiedene 
Lrsachen bedingt. Wir heben folgende Punkte hervor. 


/ 


1. EinfluB der Struktur. 
Alanyl-glycin CH, - CH(NH,) - CO - NH -.CH, + COOH wird 
gespalten, wahrend das isomere Glycyl-alanin 
NH, - CH, - CO. NH - CH(CH,) - COOH 


ndifferent ist. Wahrscheinlich gehort hierhin noch der Gegen- 


saiz zwischen Alanyl-leucin A und Leucyl-alanin, vorausgesetzt, 
ial) dieser Fall nicht durch sterische Verschiedenheit bedingt ist. 


2. EinfluB der einzelnen Aminosiiuren. 


bei den Dipeptiden, bei denen die Verhiltnisse am ein- 
‘achsten liegen, wird die Hydrolyse befordert, wenn Alanin als 
Acy| fungiert, wie der Hinweis auf Alanyl-glycin, Alanyl-alanin und 
Alanyl-leucin zeigt. Eine iihnliche Wirkung haben die Oxysiéuren 
rosin und Isoserin, wenn sie am Ende der Kette stehen. 


— 


eleicht ist das dem elektronegativen Charakter dieser Amino- 
ren zuzuschreiben. In iihnlicher Weise kénnte die leichte 
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Hydrolyse der beiden Cystinderivate interpretiert werden, ob- 
schon man hier auch die langere Kette in Betracht ziehen muf, 
Bemerkenswert ist die Resistenz der Dipeptide, in denen a- 
Aminobuttersiiure, a-Aminovalerianséure und Leucin als Acy! 
fungieren, obschon die beiden letzten Aminosiiuren in der Na- 
tur so sehr verbreitet sind. 


3. EinfluB der Konfiguration. 


Siimtliche in der ersten Spalte der Tabelle mit * ange- 
fiihrten Polypeptide sind Racemkorper. Die Hydrolyse _findet 
hier asymmetrisch statt, derart, dab nur die eine Hiilfte des 
Racemkorpers angegriffen wird. Als Produkte der Hydrolyse 
resultieren stets diejenigen aktiven Aminosiuren, welche in den 
natiirlichen Proteinstoffen enthalten sind. Einen besonderen 
Fall bietet hier der Gegensatz zwischen dem spaltbaren Alanyl- 
leucin A und dem nicht hydrolysierbaren Alanyl-leucin B. In 
diesen beiden Racemkorpern sind nach friiheren Betrachtungen !) 
alle 4 Kombinationen der 4 aktiven Aminosiiuren enthalten, d. h. 
der eine Racemkorper ist d-Alanyl-d-Leucin +- |-Alanyl-l-Leucin, 
und der zweite d-Alanyl-l-Leucin -- |-Alanyl-d-Leucin. Unsere 
Beobachtungen machen es wahrscheinlich, dafi von den 4 aktiven 
Kombinationen nur eine und zwar das d-Alanyl-l-Leucin durch 
das Ferment angegriffen wird, dab mithin die Verbindung A 
der zweite Racemkorper ist. Wir zweifeln kaum daran, dah 
die Untersuchung der aktiven Dipeptide, deren Bereitung schon 
in Angriff genommen ist, den Schlub bestatigen wird. Diese 
Uberlegung zeigt, dali man die Wirkung des Pankreassattes 
fiir die Ermittlung der Konfiguration mancher Polypeptide be- 
nutzen kann. 


4. EKinfluB der Zahl der Aminosiiuren. 

Hier ist der Vergleich der verschiedenen Glycinkoérper be- 
sonders lehrreich. Glycyl-glycin, Diglycyl-glycin und Triglycyl- 
glycin werden nicht angegriffen, wahrend beim Tetraglycyl- 
glycin eine unverkennbare Spaltung eintritt. Merkwirdigerweise 


') E. Fischer, Berichte d, Deutschen chem. Gesellsch., Jg. XXXVII, 


S. 243, 1904. 
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<chlieBt sich ihm die Biuretbase an, die nach den neuen Unter- 
sichungen von Curtius!) der Athylester des Triglycyl-glycins 
ist. Auf die alteren Beobachtungen von Schwarzschild?) be- 
ziiviich der Spaltung dieser Base durch Trypsin werden wir 
spiiter zuriickkommen. Man ersieht aus diesem Vergleich, dab 
einerseits die Linge der Glycinkette, andererseits aber auch 
die Veranderung des Carboxyls von Einflu$ auf die Hydrolyse 
ist. Die Liinge der Kette macht sich auch deutlich bemerkbar 
bei dem Leucylglycylglycin, das im Gegensatz zum Leucyl- 
slycin gespalten wird. Dab andererseits Dileucyl-glycylglycin 
nicht hydrolysiert wird, legt vielleicht an der Konfiguration 
ler Dileucylgruppe. 


> EinfluB der Beschaffenheit des Fermentes. 


Fiir die éilteren Versuche tiber Hydrolyse der natiirlichen 
Proteinstoffe und der kiinstlichen Polypeptide hat man in der 
Kegel das kiiufliche Trypsin oder Pankreatin benutzt. Diese 
Priiparate werden bekanntlich durch Extraktion der toten und 
cinive Zeit aufbewahrten Pankreasdriise gewonnen. Sie kOnnen 
deshalb Enzyme enthalten, die dem normalen Pankreassafte 
fehlen. Als Beweis dafiir, dafb in der Tat ein Unterschied 
zwischen der Wirkung des frischen Pankreassaftes und den 
Pankreasausziigen besteht, kénnen wir einen einfachen und 
iberzeugenden Fall anfiihren. Das Leucyl-alanin, welches gegen 
‘rischen Pankreassaft ganz bestindig ist, wird von Pankreatin 
purtiell gespalten, wie der eine von uns in Gemeinschaft 
mit Bbergell friher*) beobachtet hat, und wie wir durch 
cine Wiederholung des Versuches bestétigen konnten. Es liegt 
deshalb auf der Hand, dab alle maBgebenden Versuche tiber 
Wirkung der Pankreasfermente in Zukunft mit dem frischen 
Sulte, der durch die glinzenden Methoden von Pawlow zu- 
vanglich geworden ist, angestellt werden mussen. Ob von den 
verschiedenen Fermenten, die dieser Saft nachweislich enthialt, 

Berichte d. Deutschen chem. Gesellsch., Jg. XXXVI, S. 1284 (1904) 

*) Beitriige zur chemischen Physiologie und Pathologie, Bd. IV, 
>, 155 (1903). 

Jerichte d. Deutschen chem. Gesellsch., Jg. XXXVII, S. 3103 (1904). 
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nur eins oder mehrere fiir die Hydrolyse der Polypeptide oder 
auch der Proteinstoffe in Betracht kommen, und ob endlich 
der Saft von verschiedenen Tieren verschiedene Wirkungen hat, 
das sind Fragen, mit denen wir uns noch nicht  beschiiftigt 
haben. Wir moéchten aber auf die Moglichkeit hinweisen, dai} 
gerade durch Benutzung der kiinstlichen Polypeptide derartige 
Unterschiede vielleicht am bequemsten und scharfsten nach- 
gewiesen werden konnen. 

Auf Grund der jetzt vorliegenden beobachtungen kann 
man die Behauptung aufstellen, daf die Priifung mit Pankreas- 
saft ein Mittel ist, die grofe Zahl der kiinstlichen Polypeptide 
in biologisch verschiedene Klassen einzuteilen. Dieser Vortel 
wird noch mehr hervortreten, sobald es gelingt, eine grObere 
Zahl der optisch-aktiven Polypeptide in gleicher Weise zu unter- 
suchen. 

Der uns von Herrn Prof. Pawlow gelieferte Pankreassaft 
war durch die neue von Pawlow erfundene Fistel entnommen 
und daher frei von Darmsaft. Er war fiir den Transport mit 
einer geringen Menge Thymol versetzt. Bekanntlich ist der 
frische Pankreassaft hydrolytisch kaum wirksam. Er muf} ak- 
tiviert werden. Wir haben zu dem Zwecke 5°/o Darmsaft zu- 
gesetzt, der uns ebenfalls von Prof. Pawlow tiberlassen war, 
Um dem Einwande zu begegnen, dal durch den Zusatz des 
Darmsattes andere hydrolytische Fermente in die Fliissigkeit 
gelanet seien, die modglicherweise die Hydrolyse der Polypeptide 
bewirken koénnten, so haben wir fiir einige typische Falle spon- 
tan aktiv gewordenen Pankreassaft benutzt und dabei die gleichen 
Resultate erhalten. Der verwendete Pankreassaft war eine 
wasserklare Fliissigkeit und enthielt im Kubikzentimeter 0,03 bis 
0.04 ¢ Trockensubstanz, die zum Teil noch aus anorganischen 
Stoffen bestand und wegen ihrer geringen Menge die Unter- 
suchung der hydrolytischen Produkte kaum erschwerte. 

Bei der natiirlichen Verdauung unterliegen die Protein- 
stoffe zuniichst der Wirkung der Magenfermente. Wie weit 
hier die Hydrolyse geht, ist noch strittig. Wahrend die meisten 
Jeobachter angeben, daB sie im wesentlichen bei der Bildung 
von Albumosen und Peptonen stehen bleibe, finden sich in de! 
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Literatur vereinzelte Angaben, dafi auch kleine Mengen von 
Aminosiuren gebildet werden. Wir haben es deshalb nicht 
fiir iiberfllissig gehalten, die kiinstlichen Polypeptide der Wirkung 
von Magensalt zu unterwerten, der aus einem nach Pawlow dar- 
cestellten kleinen Magen gewonnen war. Die bisherigen Unter- 
suchungen erstrecken sich nur auf die folgenden 5 Dipeptide: 

Glyeyl-l-tyrosin 

Dialanyl-cystin 

Leucyl-alanin 

Leucyl-glycin 

Leucyl-leucin, 
von denen die beiden ersten durch Pankreassaft sehr leicht, 
und die drei anderen gar nicht angegriffen werden. Das Re- 
sultat war in allen Fallen unter den spiiter geschilderten Be- 
dingungen negativ. Wir werden aber diese Versuche auf die 
komplizierteren Polypeptide ausdehnen in der Hoffnung, dal 
es so vielleicht gelingt, eine schiirfere Grenze zwischen Magen- 
und Pankreasverdauung aufzufinden, denn die Benutzung der 
kiinstlichen Produkte hat den grofen Vorteil, dali} man mit 
einheitlichen Substanzen arbeiten kann, wahrend man es beim 
Abbau der Proteinstoffe stets mit einem komplizierten, bisher 
canz unentwirrbaren Gemisch der verschiedenartigsten Stoffe 
zu tun hat. 

Mit Riicksicht auf die Miihen, die die Darstellung der 
kiinstlichen Polypeptide macht, haben wir nur kleine Mengen 
dieser Stoffe verwenden koOnnen. Infolge dessen war es_ nicht 
moglich, alle Produkte der Hydrolyse zu isolieren. Wir haben 
uns vielmehr in der Regel damit begniigt, das charakteristische 
Spaltprodukt zu gewinnen. Die Einzelheiten der Beobachtung 
linden sich bei jedem Beispiel erwiahnt. Wir halten es aber 


tur zweckmaBig, hier einen kurzen Uberblick itiber die dabei 
benutzten Methoden zu geben, weil sie in iihnlichen Fiilen 


Verwendung finden kénnen. 
Untersuchungsmethoden. 
Fur die qualitative Erkennung der Hydrolyse ist hiaufig 


le polarimetrische Untersuchung das bequemste Mittel. Wir 
ben deshalb bei allen Polypeptiden, welche Aminosiiuren mit 
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asvymmetrischen Kohlenstoffatomen enthalten, die Losung nach 
dem Zusatz von Pankreassaft sofort optisch untersucht, und 
dann das Drehungsvermodgen in Intervallen von ein bis mehreren 
Tagen yon neuem bestimmt. An der eingetretenen Veriinderung 
lieB sich der Verlauf der Hydrolyse verfolgen. Der Versuch 
wurde erst unterbrochen, wenn das Drehungsvermdgen kon- 
stant geworden war. War das zu untersuchende Polypeptid ein 
Racemkorper, so zeigte die ursprtingliche Loésung trotz des 
Gehalts an Pankreassaft nur eine minimale Drehung und in 
allen Fiillen, in denen diese Inaktivitiit blieb, konnten wir auch 
durch die chemischen Methoden keine Hydrolyse nachweisen. 
Kine Ausnahme bilden natiirlich die Polypeptide, die aus Gly- 
cocoll zusammengesetzt sind, da hier keine optisch aktiven 
Produkte entstehen konnen. 

Fiir den chemischen Nachweis der Spaltprodukte ist die 
[solierung der einzelnen Substanzen unerliiblich. Am _ hiiufigsten 
handelt es sich um die Erkennung von Aminosiiuren. Sind 
dieselben schwerloslich, wie Tyrosin und Cystin, so krystallisieren 
sie wiihrend des Versuches aus den wiisserigen LOsungen aus. 
In der Regel aber ist eine umstindliche Operation fiir die 
Abscheidung notwendig. In solchen Fillen haben wir die 
Fliissigkeit nach Abtrennung des Toluols kurz aufgekocht, um 
das Ferment zu zerstoren, filtriert und unter stark vermindertem 
Druck zur Trockene verdamp(t. Fiir die Trennung von Amino- 
siiuren und Polypeptiden hat die Estermethode in den meisten 
Fiillen am raschesten zum Ziele gefiihrt. Zu dem Zwecke 
wurde das Gemisch mit der fiinffachen Menge absoluten Al- 
kohols iibergossen, und gasfOrmige Salzsiiure unter Kiihlung bis 
zur Siittigung eingeleitet, dann gerade zum Aufkochen erwarmt 
und rasch wieder stark abgekiihlt. War Glycocoll als Spalt- 
produkt zu erwarten, so wurde die Lésung mit einem winzigen 
Kristiillchen von salzsaurem Glycocollester geimpft, und blieb dann 
in einer Kiiltemischung unter hiiufigem Reiben mehrere Stunden 
stehen. Der ausgeschiedene salzsaure Glycocollester wurde filtriert, 
mit eiskaltem Alkohol, spiiter mit Ather gewaschen und_ nach 
dem Trocknen im Exsikkator gewogen. Nach einmaligem Um- 
kristallisieren aus heiBem Alkohol zeigte dieses Praparat stets 
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den Schmelzpunkt 144° und die Zusammensetzung C,H,,NO,CI. 
So lieBen sich auch geringe Mengen von Glycocoll isolieren. 

Die salzsaure alkoholische Mutterlauge oder bei Abwesen- 
heit von Glycocoll die urspriingliche Veresterungsfliissigkeit 
wurde sofort bei sehr geringem Druck (12—15 mm) verdampft, 
und der Riickstand auf die freien Ester verarbeitet. Es. ist 
dabei am vorteilhaftesten, die Hydrochlorate nicht durch wiisserige 
Alkalien, sondern in methylalkoholischer L6sung mit der be- 
rechneten Menge Natriummethylat zu zerlegen, durch vorsich- 
tigen Zusatz von Ather das Kochsalz auszufiillen, die methyl- 
Ukoholische Mutterlauge wieder unter stark vermindertem Druck 
ibzudestillieren und die Diimpfe in verdiinnter Salzsiiure auf- 
zufangen. Hierbei geht der geringe Rest des Glycocollesters 
ind der gesamte Ester des Alanins; dessen Menge bei solchen 
Versuchen immer relativ klein ist, vollig in das Destillat iiber. 
beim Abdampfen desselben bleiben die Hydrochlorate der Amino- 
siiuren, von denen das Salz des Alanins in bekannter Weise 
durch das Drehungsvermégen oder die Umwandlung in die 
‘reie Aminosaure indentifiziert werden kann. 

Der Ruckstand, der beim Verdampfen des Methylalkohols 
bleibt, enthalt die Ester von hoheren Aminosiiuren und Poly- 
peptiden. Laugt man ihn mit Petroliither aus, so gehen die 
tster der einfachen Aminosaéuren, wie Leucin, Phenylalanin, 

Losung, wihrend die Polypeptidester zuriickbleiben. Aus 
dem Gemisch der Polypeptidester lassen sich nun die Dipeptide 
recht bequem als Diketopiperazine isolieren. Zu dem Zwecke 
behandelt man mit alkoholischem Ammoniak und trennt nachher 
die Diketopiperazine, die nicht mehr basisch und in Wasser ziem- 


} 
' 


schwer ldslich sind, von den Derivaten der héheren Peptide. 
Durch Kontrollversuche haben wir uns iiberzeugt, dab 
absichtlich hergestellte Gemische von Aminosiiuren, Dipeptiden 
id Tripeptiden auf diese Weise recht gut getrennt werden 
sonnen, und daf insbesondere auch bei vorsichtiger Ausfiihrung 
er Operation keine Hydrolyse der Polypeptide stattfindet. 
Selbstverstandlich haben wir bei jeder Untersuchungsreihe 
Wirksamkeit des Fermentes und die Abwesenheit von Bak- 
en durch besondere Kontrollversuche festgestellt. 
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Hydrolysierbare Polypeptide. 
Racemisches Alanyl-glycin’). 


2 ¢ Alanyl-glycin in 15 ccm Wasser gelést wurden nach 
Zusatz von 5 ccm Pankreassaft und Toluol 14 Tage bei 36 
aufbewahrt. Das Drehungsvermégen der Fliissigkeit war vom 
10. Tage an konstant und betrug im 1tdm-Rohr 1,5° nach 
links. Die Losung wurde jetzt vom Toluol getrennt, kurz auf- 
gekocht, filtriert und im Vacuum bei 40° zur Trockene  ver- 
dampft, der Riickstand mit 10 cem absolutem Alkohol tiber- 
gossen und unter Kithlung gasformige Salzsiiure bis zur Siittigung 
eingeleitet.. Zum SchluB wurde kurz aufgekocht. Nach Ein- 
impfen eines Kristillchens von Glycocollesterchlorhydrat und 
einigem Stehen auf Eis erfolgte bald reichliche Kristallisation, 
die sich im Verlauf von 12 Stunden noch betriichtlich vermehrte. 
Die abgesaugte, uber Kalk und Schwetfelsaure getrocknete Masse 
wog 0.5642 @. Sie sehmolz nach dem Umldsen aus heifem 
Alkohol ber 144° (korr.). 

QO,1977 g Substanz gaben 0,1290 g H,O u. 0,2477 g CO.,,. 
serechnet fir C,H,,NO,CI: Gefunden: 

34,43 %/o CG ou. 7,18 °/o H. 34,17 °70 Cou. 7,25 °/o H. 

Beim Verdampfen der Mutterlauge vom Glycocollesterchilor- 
hydrat unter geringem Druck verblieb ein fester Riickstand, 
der aus den Hydrochloraten von Alaninester und Dipeptidester 
bestand. Wir haben uns mit der Isolierung der Aminosiiure 
begniigt. Zu dem Zwecke wurde der Riickstand in 25 ccm 
reinem Methylalkohol gelost, dann in 2 cem mabanalytiseh der 
Chlorgehalt bestimmt, und nun zu dem Rest der Fliissigkeit dic 
berechnete Menge einer 2°/oigen methylalkoholischen Losung 
von Natrium zugegeben. Um den gréBten Teil des Kochsalze- 
zu fiillen, fiigten wir etwas Ather hinzu, wobei aber darau! 
zu achten war, dab nicht mit dem Kochsalz auch Dipeptidester 
gefiillt wird. Die filtrierte Fliissigkeit wurde nun unter einem 
Druck von 15 mm bei gewohnlicher Temperatur abdestiliiert. 


') E. Fischer und Walter Axhausen. Liebigs Anna 
Bd. CCCXL, S. 128 (1905). 
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und die Diimpfe in stark gekiihlter verdiinnter Salzsiiure aufge- 
fangen. beim Verdampfen dieser salzsauren Losung blieb ein 
kristallinischer Riickstand, der wieder in Wasser gelist und 
durch Kochen mit Bleioxyd von Chior befreit wurde. Nach 
Fiillen des geldsten Bleis mit Schwefelwasserstoff gab das Filtrat 
beim Verdampfen 0,3412¢ Alanin, das nach einmaligem Umkristal- 
isieren aus Wasser bei 295° (korr.) unter Zersetzung schmolz. 

0,2013 g Substanz gaben 0.1454 g H,O u. 0.2998 g CO,. 

Jerechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 

40.45 °/o GQ ou. 7.87 °%/o H. 40.6 %o Cou. 8.02 %o H. 

Bei einem zweiten Versuch mit 1 g Alanyl-glycin, der 
senau ebenso verlief, wurden 0,1721 g salzsaures Alanin er- 
halten, dessen optische Bestimmung zeigte, dali d-Alanin vor- 

0.1102 ¢ in 5 cem Wasser gelost, drehten im 1 dm-Rohr 
Natriumlicht 0,19° nach rechts. [a|]P, = +- 88°. 

Daf die Drehung etwas zu gering befunden ist, liegt wahr- 
-cheinlich an einer kleinen Verunreinigung des Priiparates durch 
Giyeoeoll, dessen Entfernung als salzsaurer Ester bekanntlich 
nicht quantitativ ist. 


Racemisches Alanyl-alanin’), 


|! g Alanyl-alanin wurde in 10 ccm Wasser gelost, mit 
> ecm Pankreassaft und Toluol versetzt und 8 Tage im Brut- 
ram aufbewahrt. Die vom Toluol getrennte, kurz aufgekochte 
ind filtrierte LO6sung drehte im 1 dm-Rohr 0,50° nach links. Sie 
wurde bei 40° im Vacuum zur Trockene verdampft, der Riickstand 
‘ein gepulvert, mit 5 cem absoluten Alkohols tbergossen, durch 
Linleiten von trockenem Salzsiiuregas unter Kiithlung verestert 
ind im Vacuum bei 35° wiederum eingedampft. Die Ester 
vurden in vorsichtiger Weise mit Natronlauge und Kalium- 
arbonat in Freiheit gesetzt. mit Ather aufgenommen, und die 
wtherische Loésung im Vacuum bei gewohnlicher Temperatur 
infer sehr sorgfiiltiger _Kithlung der doppelten Vorlagen ab- 
‘estilliert. Hierbei ging der Alaninester in das Destillat und 

sich daraus durch verdiinnte Salzsiiure ausschiitteln. Die 


BE. Fischer und Karl Kautzsch, Berichte d. Deutschen chem. 
sch., Jg. XXXVIII, S. 2375 (1905). 
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salzsaure LOsung hinterliehb beim Eindampfen 0,4125 g einer fast 
farblosen, kristallinischen Masse, die nach der optischen Unter- 
suchung fast reines salzsaures d-Alanin war. 

(2123 g in 5 ccm Wasser geldst drehten Natriumlicht 0,38 
nach rechts [a],?) = + 9,3°. 

Aus dem Hydrochlorat wurde das freie Alanin in der 
iiblichen Weise durch Kochen mit gelbem bleioxyd hergestellt. 
Es zersetzte sich gegen 296° (korr.), 


0.2211 ¢ Substanz gaben 0.3275 g CO, u. 01571 g H,O. 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 
4.45 °lo GC u. 7,87 °%/o H. 40,4°%o Cu. 7,9°%,o H. 


Auf die Isolierung des nicht gespaltenen aktiven Alany|- 
alanins, das wir als I, |-Verbindung betrachten, haben wir wegen 
der geringen Menge verzichten miissen. Unter der Voraus- 
setzung, dab das racemische Alanyl-alanin zur Hialfte  voll- 
stiindig gespalten war, berechnet sich die Menge des salzsauren 
d-Alanins zu 0,785 g. Die obigen gefundenen 0,4125 g be- 
tragen mithin nur 52.5°/o der Theorie. Wir miissen aber be- 
merken, dab die Isolierung des Esters aus dem Hydrochlorat 
durch Alkali und Ather, die wir bei diesem iilteren Versuch noch 
angewandt haben, nicht unerhebliche Verluste mit sich bringt. 


Racemisches Alanyl-leucin. ') 

Das angewandte Priiparat war ein Gemisch der beiden 
Isomeren A und B. Da die reine Verbindung B von dem Pankreas- 
saft nicht angegriffen wird, das Gemisch aber unverkennbare 
Hydrolyse zeigte, so mufi die Spaltung bei der Verbindung 4 
eingetreten sein. Eine Wiederholung der Versuche mit der 
reinen Verbindung A haben wir bisher aus Mangel an Materia! 
nicht ausfiihren kOnnen. Deshalb ist auch die Untersuchung 
der Spaltprodukte unvollstindig geblieben. 

0,5 g wurden in 10 cem Wasser gelést und nach Zusalz 
von Toluol und 4 cem Pankreassaft 12 Tage im Brutraum aul- 
bewahrt. Die kurz aufgekochte, filtrierte Losung drehte im 
1 dm-Rohr 0.4° nach rechts. Die Lésung wurde bei 40° im 
Vacuum zur Trockene verdampft, und der Riickstand mit 1 ccm 


1) E. Fischerund Otto Warburg, Liebigs Annalen, Bd. CCC\L 


S. 152 (1905). 
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eiskaltem Wasser ausgelaugt. Der unlosliche Teil gab in heiBem 
Wasser geldst und mit wberschiissigem Kupferoxyd gekoeht 
ein blabblaues Kupfersalz, das ganz das Aussehen und die 
Eigenschaften des Leucinkupfers zeigte. 

Racemisches Leucyl-isoserin A.!) 

1 g Dipeptid wurde in 15 ccm Wasser gelést und mit 
Toluol und 3 cem Pankreassaft bei 37° aufbewahrt. Nach 7 
Tagen drehte die Loésung 0,35° nach links. Nach weiteren 
{0 Tagen war die Drehung unverindert. Zur Isolierung der 
Spaltprodukte wurde die vom Toluol getrennte, aufgekochte 
und filtrierte Losung unter vermindertem Druck bei einer 40° 
nicht tibersteigenden Temperatur vollig zur Trockene verdampft, 
und der Riickstand mehrmals mit 50°/oigem Alkohol ausgekocht. 
Beim Erkalten des Filtrats schieden sich Kristalle ab, die in 
der iiuberen Form, der geringen Loslichkeit in Wasser und in 
der bildung eines blabblauen, in Wasser auberst schwer lislichen 
Kupfersalzes dem Leucin glichen. Der in verdiinntem Alkoho! 
unlosliche Teil wurde in Wasser heifi gelést. Beim Abkiihlen 
trat Kristallisation ein. Das mehrmals aus Wasser umgelodste 
Produkt schmolz gegen 245° (korr.) und zeigte die Zusammen- 
setzung des Isoserins. Seine Menge betrug 0,2015 g. 

0,1909 g Substanz gaben 0,2449 g CO, u. 01186 g H,O. 

Berechnet fir C,H,NQ,: Gefunden: 

34,26 °/o CG u. 6,73 °%/o H. 34,9°/o Cu. 6,90%o N. 

Das Isoserin war optisch-aktiv, die Bestimmung des Dreh- 
ungsvermOgens wurde jedoch nicht ausgefiihrt. 

Glycyl-l-tyrosin.?) 

1 g Glycyl-l-tyrosin wurde in 20 ccm Wasser geldst, mit 
9cem aktiviertem Pankreassaft versetzt und nach Zugabe von 
Toluol im Brutraum bei 36° aufbewahrt. Nach 8 Stunden 
zeigte sich bereits eine deutliche Triibung der Losung und ein 
leichter Bodensatz, der nach 12 Stunden sich stark vermehrt 
hatte. Nach 24 Stunden betrug die Menge des bei 100° ge- 

') KE. Fischer und W. F. Koelker, Liebigs Annalen, Bd. CCCXL, 
». 172 (1905), 


*) E. Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., Jeg. XXXVII, 
S. 2495 1904). 
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trockneten Niederschlages 0,4 g. Das Filtrat gab nach weiterem 
Stehen im Brutraum eine neue, ziemlich betrachtliche Kristal- 
lisation, die nach 2 Tagen 0,25 g wog. Aus der Mutterlauge 
konnten trotz erneutem Zusatz von Pankreassaft und acht- 
tiigigem Stehen im Brutraum nur noch 0,04 ¢ desselben 
Produktes gewonnen werden. Das Rohtyrosin wurde durch 
Umkristallisieren aus heifem Wasser unter Zusatz von etwas 
Tierkohle gereinigt. 

O,1768 g Substanz gaben 0.0973 g H,O u. 0.3874 g CO,,. 

Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 

59,66 °jo Cou. 6,07 °/o H. 99,7 °/o Cu. 6,11 %/o H. 

Die Ausbeute an reinem Produkt betrug 0,62 g oder 81,6°/o 
der Theorie. 

Um das gleichzeitig entstandene Glycocoll nachzuweisen, 
wurde die vom Tyrosin abfiltrierte Losung im Vacuum unter- 
halb 40° zur Trockene verdampft, und der Riickstand mit 3 ccm 
eiskaltem Wasser ausgelaugt. Beim Verdampfen des Filtrates 
bhieben 0,28 g zuriick. Da dem Glycocoll noch amorphe Produkte 
beigemengt waren, die die Kristallisation erschwerten, so diente 
zum endgiiltigen Nachweis sein Esterchlorhydrat. Es wurde 
deshalb die Masse gepulvert, mit 3 cem absolutem Alkoho! 
iibergossen, und unter Eiskiihlung mit Salzsauregas gesiittigt. 
Um die Veresterung zu vervollstindigen, wurde zum Schilul 
die leicht getriibte Loésung noch 1—2 Minuten erwirmt und 
dann sofort wieder abgekiihlt. Nach Impfen mit einem Kristallchen 
von Glycocollesterchlorhydrat schied die in einer Kiltemischung 
stehende Lésung ziemlich rasch einen dicken Kristallbrei ab, 
der nach dem Absaugen, Waschen und Trocknen iiber Kalk 
und Schwefelsiiure bei 144° schmolz und alle Eigenschalten 
des Glycocollesterchlorhydrats  besaB. Seine Menge betrug 
0.32 = 017 g Glykokoll oder 54,8°/o der Theorie. 


Leucyl-l-tyrosin.!) 
Zur Verwendung kam das amorphe Priiparat, dessen Ein- 
heitlichkeit nach der friiheren Beschreibung nicht sichergestell! 
ist. O.9 @ wurden in 30 ccm Wasser gelést und mit 2 ccm 


t a) 


'! EK. Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., Jg. XXXVU, 
S. 2498 (1904), 
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Pankreassaft sowie Toluol bei 36° aufbewahrt. Nach 4 Tagen 
war eine reichliche Menge (0,25 g) von Kristallen abgeschieden, 
die nach dem Umbkristallisieren aus heibem Wasser 0,15 ¢g 
ziemlich reines Tyrosin gaben. Die vom Tyrosin moglichst 
befreite Mutterlauge gab nach dem Verdiinnen und Kochen mit 
Kupferoxyd ein in blabblauen Blattchen kristaliisierendes Kupfer- 
salz, das die gréfte Ahnlichkeit mit dem Leucinkupfer zeigte. 


Racemisches Alanyl-glycyl-glycin.!) 


2 ¢ des Tripeptides in 20 ccm Wasser gelést wurden 


a 


mit Toluol und 4 ccm Pankreassaft versetzt und bei 36° auf- 
bewahrt. Nach 9 Tagen betrug die Drehung der Fliissigkeit 
im 1 dm-Rohr 1,0° nach links und blieb dann konstant. Zur 
f<olierung der Spaltprodukte wurde der Verdampfungsrtickstand 
zuniichst mit 2! 2 ecm eiskaltem Wasser zerrieben, rasch ab- 
sesaugt und scharf abgepreBt. Es waren 0.3512 g in Lésung 
cegangen. Die wiederholt in Wasser heifi gel6ste und durch 
vorsichtigen Zusatz von Alkohol gefillte Substanz schmolz gegen 
206° (korr.) und besah die Zusammensetzung des Alanins. 

0.1943 g Substanz gaben 0,2875 g CO, u. 013862 g H,0O. 

Berechnet fiir C,H,;NO,: Gefunden: 

4M) 45°%o Cu. 7,87 °/o H. 40,35°/o C u. 7,79 %o H. 

Der von eiskaltem Wasser nicht geléste Teil der Spalt- 
produkte wurde nach dem Trocknen in der iiblichen Weise 
esterifiziert, und die Ester auf die zuvor beschriebene Weise 
mit Natriummethylat in Freiheit gesetzt. Beim Abdestillieren 
der methylalkoholischen Lésung und Verdampfen des Destillates 
mit Salzsiure konnten noch 0.0815 g salzsaures Alanin §ge- 
wonnen werden, das nach der optischen Untersuchung d-Ver- 
bindung war. Um das gleichzeitig entstandene Glycyl-glyein 
nachzuweisen, wurde das beim Verdampfen des Methylalkohols 

rbleibende Gemisch der Ester mit alkoholischem Ammoniak 
versetzt, und die Losung auf dem Wasserbade verdampft. Als 
ver Rickstand in wenig warmem Wasser gelist war, schieden 
sich beim Erkalten die feinen Nadeln des Glycinanhydrids ab. 
E. Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., Jg. XXXVI, 

2J87 (1903). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVI. o 
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0.1912 g Substanz gaben 0,2984 g CO, u. 0,0925 g H,0. 

Berechnet fiir CJH,N,O,: Gefunden: 

42,10°%o C ou. 5,26°/o H. 42,5°/o Cu. 5,3° 0 H. 

In methodischer Beziehung ist zu bemerken, dab bei 
Anwesenheit von Glycyl-glycin der Nachweis des Glycocolls 
als Esterchlorhydrat sehr erschwert ist, weil der salzsaure Ester 
des Dipeptides ebenfalls in kaltem Alkohol wenig l0slich ist. 
In solchen Fiillen ist es ratsam, die Ester mit Natriummethylat 
in Freiheit zu setzen und die Lésung abzudestillieren. Dabei 
geht der Glycocollester in das Destillat ber und ist nur be- 
gleitet von den einfachen Aminosiéuren, von denen er sich 
nun leicht als Esterchlorhydrat trennen 1ibt. 


Racemisches Leucyl-glycyl-glvycin.!) 


Kine Loésung von 2g Tripeptid in 20 com Wasser wurde 
mit 5 com Pankreassaft und Toluol versetzt und bei 36° aut- 
bewahrt. Die Fliissigkeit drehte im 1 dm-Rohr nach 11 Tagen 
0,4° nach links, nach weiteren 7 Tagen betrug die Drehung 
— 0,62° und blieb dann konstant. Die Losung wurde jetzi 
nach Entfernung des Toluols kurz mit Tierkohle aufgekocht, 
filtriert, im Vacuum zur Trockne verdampft, und der Ritickstand 
mit 8 ccm absolutem Alkohol und Salzsiiure verestert. Bein 
lingeren Stehen der alkoholischen Losung bei O° erfolgte eine 
ziemlich reichliche Abscheidung von Kristallen, die mit Alkolio! 
und Ather gewaschen und nochmals aus heifem Alkohol um- 
kristallisiert wurden. Ihre Menge betrug 0,615 g. Das Priipara' 
hatte die Kigenschaften des salzsauren Glycylglycinesters. Da 
aber die Analyse keine scharfen Zahlen gab, so wurde er mil 
alkoholischem Ammoniak tibergossen, erwiirmt, und die Losung 
eingedampft. Hierbei schied sich bald Glycinanhydrid aus, das 
nach dem Umkristallisieren aus heijem Wasser folgende Zahlen 
gab: 

O,1210 g Substanz gaben 0,1870 g CO, u. 0,0599 g H,Q. 

Berechnet fir C,H,N,O,: Gefunden: 

42.10°0 Cou. 5.26%7o H. 12.15°%o C u. 5,5%o H. 


‘) EB. Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., Jg. XXAV! 


© 
SS. 2990) (1903), 
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Das Filtrat vom Glycylglycinesterchlorhydrat wurde im 
Vacuum zur Trockene verdampft, der Riickstand in wenig 
Wasser gelést und in iiblicher Weise mit Alkali und Kalium- 
earbonat die Ester in Freiheit gesetzt. Ihre iitherische Losung 
wurde in sorgfiltig gekiihlte Vorlagen bei 12 mm Druck und 
cewohnlicher Temperatur abdestilliert. Da das Destillat beim 
Abdampfen mit Salzsiiure nur einen éiuferst geringen Riickstand 
hinterlieb, so war kein Ester der niederen Aminosiiuren vor- 
handen. Wire Glycocoll durch die Hydrolyse entstanden, so 
hiitte man wenigstens eine kleine Menge hiervon finden missen. 
Der beim Abdestillieren des Athers bleibende élige Riickstand 
bestand aus Leucinester. Er wurde durch Kochen mit Wasser 
verseift. Die Menge des erhaltenen Leucins betrug 0,210%4 g. 
Das Pritparat zeigte die dubere Form und die Zusammensetzung 
des Leucins. 

0.1856 g Substanz gaben 0.1607 g H,O u. 0.3715 g CO.,,. 

Berechnet fir C,H,,NO,: Gefunden: 

34,9°%o Cu. 9,8°%o H. 04,6°%o Cu. 9,6°%o H. 

Da es ferner in 20°/oiger Salzsiure die spezifische Drehung 
a? —- 14,9° hatte, so handelt es sich um das _natiirliche 


' 


l-Leucin. 
Racemisches Glycyl-leucyl-alanin. 


Kine Losung von 2 g Tripeptid in 40 com Wasser, die 
mit Toluol und 4 eem Pankreassaft vermischt war, drehte nach 
1Otagigem Stehen bei 36° im 1 dm-Rohr 0,62° nach = rechts. 
Die Drehung anderte sich im Verlauf von 49 Tagen nicht mehr. 
Nach Abtrennung des Toluols, kurzem Aufkochen und Filtrieren 
wurde die Losung im Vacuum bei 40° yoliig zur Trockne 
verdampft, der Riickstand mit 2!/2 ccm eiskaltem Wasser ver- 
rieben, rasch abgesaugt und scharf abgepreBt. Das Filtrat hinter- 
lief} beim Verdampfen 0,35 g einer festen Masse, die in 2!/2 ccm 
absolutem Alkohol suspendiert und durch Salzsiiuregas esterifiziert 
wurde. Nach dem Impfen mit einem Kristiillchen von Glycocoll- 
esterchlorhydrat schied sich beim langeren Stehen in einer Kiilte- 
mischung eine geringe Menge von Kristallen (0,01 g) ab, die 


? 
, 


bel 142° sehmolzen und somit aller Wahrscheinlichkeit nach 


oO 
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Glycocollesterchlorhydrat waren. Die salzsaure alkoholische 
Mutterlauge vereinigten wir jetzt mit dem Teil der Spaltungs- 
produkte, der durch die 2'/2 ccm eiskaltes Wasser nicht gelést 
war, fiigten noch 8 ccm absoluten Alkohol zu und _ siittigten 
die Fliissigkeit unter Kiihlung mit trockenem Salzsituregas. Zum 
Schlu6B wurde ganz kurze Zeit aufgekocht, und dann unter ver- 
mindertem Druck unter 40° zur Trockne verdampft. Im Riick- 
stand haben wir einerseits d-Alanin und andererseits Glycyl- 
leucin nachgewiesen unter Benutzung derselben Methode, die 
beim Alanyl-glycyl-glycin beschrieben wurde. Die Menge des 
aus dem destillierten Ester gewonnenen salzsauren Alanins betrug 
Q.1721 g. Hiervon drehten 0,1102 g in 5 ccm Wasser geldst 
im 1dm-Rohr Natriumlicht 0,199 nach rechts, woraus. sich 
[ale == -- 9° Derechnet. 

Der nicht destilherte Teil der Ester wurde in alkoholischem 
Ammoniak gelést und damit gekocht. Schon beim Abkiihlen 
fiel Leucylglycinanhydrid aus, das nach dem Umlosen aus heifem 
Wasser bei 245° schmolz und folgende Zahlen gab: 

O1948 g¢ Substanz gaben 0.4006 g CO, u. 0.1489 g H,0. 

O.1900. » >» 27,4 ecm N [20°, 758 mm]. 

Berechnet fiir CH,,O,N,: Gefunden: 
56.47 “Jo C, 8,24°%o H u. 16,47°%/o N.  56,08°/o C, 8,5°/o H u. 16,45°/o N. 

Das Priiparat zeigte keine optische Aktivitiit, obschon es 
aller Wahrscheinlichkeit nach aus einem optisch aktiven Dipeptid 
entstanden war. 


Alanyl-leucyl-glycin.!) 


Wir haben zwei Versuche ausgefiihrt, jedesmal mit 2 ¢ 
Tripeptid, das in 20 com Wasser gelost, mit Toluol und 5 ccm 
Pankreassaft versetzt und 8 bezw. 10 Tage im Brutraum aul- 
bewahrt wurde. Die vom Toluol getrennte, kurz aufgekochte 
und filtrierte Losung drehte im 1 dm-Rohr das eine Mal 2,2°, 
das andere Mal 2,1° nach rechts. Sie wurde im Vacuum unterhalb 
40° zur Trockene verdampft. Fiir die Untersuchung des Riick- 
standes haben wir dann zwei verschiedene Methoden benutzt, 
die beide verdienen, ausfiihrlich beschrieben zu werden. 





‘! KE. Fischeru. Arnold Brunner, Liebigs Annalen, Bd. CCCXL, 


S. 142 (1905). 
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a) Der Riickstand wurde mit 4 ccm eiskaltem Wasser 
ausgelaugt. Das wiasserige Filtrat hinterlie beim Eindampfen 
0.79 9, die jetzt nur mit 1 ccm eiskaltem Wasser verrieben 
wurden, wobei 0,5 g in Lésung gingen. Der beim Verdampfen 
des Filtrates verbleibende Riickstand enthielt das durch die Hydro- 
lvse entstandene d-Alanin. Fiir seine vollige Reinigung haben 
wir es nach der mehrfach beschriebenen Methode in den Ester 
verwandelt, wobei gleichzeitig, aber vergebens, auf Glycocoll- 
ester geprift wurde. Aus dem Hydrochlorat wurden die Ester 
mit Alkali und Kaliumearbonat in Freiheit gesetzt, durch Ather 
extrahiert, der Ather abdestilliert, und das Destillat mit ver- 
diinnter Salzsaure durchgeschiittelt und zur Trockene verdamptft. 
Der Riickstand war salzsaures d-Alanin und wog 0.2669 ¢ oder 
55° 9 der Theorie, wenn man annimmt, dal} nur die eine Hiilfte 
des racemischen Tripeptides vollig gespalten wird. 

2014 ¢ in 5 cem Wasser gelést, drehten im Dezimeter- 
rohr Natriumlicht 0,37° nach rechts, mithin [a], = +- 95°, 

Aus dem salzsauren Salz wurde in der tiblichen Weise 
durch Kochen mit bleioxyd das freie Alanin bereitet. Es zeigte 
hel raschem Erhitzen den Schmelz- und Zersetzungspunkt 296° 
korr.) und die Zusammensetzung des Alanins: 

0.1317 g Substanz gaben 0,1959 g CO, u. 0.0953 ¢ H,O. 

Berechnet fir C,H,NO,: Gefunden: 

MV 45 °%o Cou. 7.87°%o H. 10.56°/o0 Cou. &8,.04°/o H. 

Die dureh Auslaugen mit 4 ccm eiskaltem Wasser von 
d-Alanin befreite Masse enthielt das Dipeptid und noch andere 
stark aktive Substanzen, wahrscheinlich das aktive Tripeptid. 
Als die ganze Menge niimlich in 30 com Wasser gelist war, 
drehte diese Fliissigkeit im 1 dm-Rohr 1.2° nach rechts. Wir 
haben uns damit begniigt, aus dem Gemenge das Leucylglycin 
zu isolieren. Zu dem Zwecke wurde das trockene Gemisch 
bel gewOhnlicher Temperatur mit 4 ccm Wasser sorgfiiltig aus- 
geaugt, wobei der grofere Teil in LOsung ging. Der Riickstand 
enthielt das gesuchte Dipeptid. Er wurde in wenig heibem 
Wasser gelést, die Fliissigkeit durch Aufkochen mit Tierkohle 
entlarbt, und das Filtrat eingedampft. Der Riickstand wog 0.1613 g 
zeigte ungefiihr die spezifische Drehung — 3,7°. Er wurde 




































70 Emil Fischer und Emil Abderhalden, 


nochmals in wenig heibem Wasser gelost, und die Fliissigkeit 
im Exsikkator eingeengt. Dabei schied sich die Substanz als 
farbloses, kristallinisches Pulver ab. Nach der Analyse ist das 
Produkt ein Leucylglycin: 

01406 ¢ Substanz gaben 0,2616 g CO, u. 0,1077 g H,O. 

Berechnet fiir C,H,,O3N,: Gefunden: 

D1,06°%o Cou. 851% H. 50,74 °/o Cou. 8,51°%/o H. 

Allerdings ist es fraglich, ob wir das Préparat bei der 
geringen Menge und der unvollkommenen Art der Isolierung 
ganz rein gehabt haben. Das ist der Grund, warum keine 
genauere Bestimmung des Drehungsvermogens ausgeftthrt wurde. 
Im Kapillarrohr rasch erhitzt, begann es gegen 228° zu sintern, 
fiirbte sich dann braungelb und sehmolz unter starkem <Auf- 
schiiumen bis gegen 238° (korr. 246°). Die geschmolzene Masse 
erstarrte beim Erkalten zu mikroskopisch feinen Nédelchen, 
die wahrscheinlich das Anhydrid des Dipeptides sind. 

b) Der Riickstand wurde direkt mit 8 ccm absolutem 
Alkohol itibergossen, unter Eiskiihlung Salzsiiuregas bis zur 
Siittigung eingeleitet und zum Sechlub kurz aufgekocht. Da die 
klare LOsung auch beim lingeren Stehen in einer Kialtemischung 
und nach erfolgter Impfung kein Glycocollesterchlorhydrat ab- 


0 


schied, so wurde sie unter geringem Druck unterhalb 35° zur 
Trockene verdampft, und der Riickstand in 50 cem Methylalkohol 
gelost. Nachdem in 5 ecm dieser Fliissigkeit der Chlorgehal 
litrimetrisch ermittelt war, fiigten wir zum Rest der Losung 
die berechnete Menge einer 2°/oigen methylalkoholischen Losung 
von Natrium und versetzten dann noch zur Fiillung des Koch- 
salzes mit einer miibigen Menge Ather. Die jetzt filtrierte 
Fliissigkeit wurde unter geringem Druck abdestilliert. Das De- 
stillat gab beim Verdampfen mit verdtinnter Salzsiure 0.2511 g 
salzsaures d-Alanin. 

Q,2005 g in 5 cem Wasser gelést, drehten im 1 dm-Rohr 
Natriumlicht 0.35° nach rechts. [a|> —= + 9,08°. 

Der beim Abdestillieren des Methlylalkohols  bleibende 
Riickstand enthielt die Ester des Leucylglycins und des nicht 
gespaltenen Tripeptids. Er wurde in alkoholisehem Ammoniak 


gelost, und die Fliissigkeit zum Sieden erhitzt. Hierbei ver- 








Das Verhalten verschiedener Polypeptide gegen Pankreassaft. ii 


wandelte sich der Leucylglycinester in Leueylglycinanhydrid, 
las in Alkohol schwerldslich ist und deshalb beim Abkiihlen 
als voluminose kristallinische Masse ausfiel. Es wurde abge- 
saugt, mit Wasser gewaschen und aus kochendem Alkohol 
unter Zusatz von Tierkohle umbkristallisiert. Es bildete dann 
mikroskopisch feine, meist kugelformig vereinigte Niidelchen, 
die den richtigen Schmelzpunkt 246° (korr.) des Leucylglycin- 
anhydrids zeigten. Seine Menge betrug 0.2523 g. 

0,1213 g Substanz gaben 0.2493 g CO, u. O,O901 g H,O. 

Berechnet fiir C,H,,O,N,: Gefunden: 

56.47°/o Cou. 8,249 H. 36,05 °%/0o Cou. 8,25 °%o H. 

Das Priiparat war optisch inaktiv im Gegensatz zu dem 
aktiven Dipeptid, das im = vorigen Versuche beschrieben ist. 
Die vom Leueyiglycinanhydrid abfiltrierte alkoholische Mutter- 
lange gab beim Eindampfen eine weitere Kristallisation des 
Anhydrids, und schlieblich hinterblieb ein Gemisch, aus dem es 
uns nicht gelang, das aktive, nicht hydrolvsierbare Tripeptid 
zi isolieren. 


Dialanyl-eystin.!) 


Kine Losung von 1 g in 15 ccm Wasser, die mit Toluol 
und 4+ cem Pankreassaft versetzt war, zeigte nach 12 stiindigem 
Stehen bei 36° bereits einen deutlichen Bodensatz, und nach 
+ Tagen betrug die Menge des kristallisierten Niederschlages 
0.55 ¢g. Das Filtrat gab nach weiteren 5 Tagen im Brutraum 
noch O,f g, und aus der etwa auf die Hiilfte eingeengten 
Mutterlauge fielen beim Abkiihlen noch 0,18 g aus. Der Nieder- 
<chlag bestand zum groften Teil aus Cystin. Zur Reinigung 
wurde er in wenig warmem 10°/oigen Ammoniak gelOst, und 
die erkaltete Fliissigkeit durch Essigsaure gefallt. Die Menge 
des so erhaltenen Cystins betrug 0,5 g oder 79°/o der Theorie. 
Die Reinheit wurde durch eine Schwefelbestimmung festgestellt. 


0.2012 g Substanz gaben 0,3915 g BaSO, = 0,0538 g S. 
Berechnet fiir C,H,,N,S,0, Gefunden: 
26,66 %'o 8S. 26,74°%lo S. 


KE. Fischer und U. Suzuki, Ber. d. Deutsch. chem, Gesellsch., 
XXXVII, S. 4579 (1904). 
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Dileucyl-eystin. ') 


Leider stand uns nur eine sehr geringe Menge Material 
zur Verfiigung. Immerhin diirfte der Versuch in der Haupt- 
sache entscheidend sein. 0,2 g amorphes Dileucyl-cystin in 
10 com Wasser gelést und mit Toluol und 1 ccm Pankreas- 
saft versetzt, gab bei siebentiigigem Stehen bei 36° O1 g 
kristallinischen Niederschlag. Dieser wurde in der iiblichen 
Weise gereinigt, und so 0,06 g eines Priiparats erhalten, das 
die charakteristische Kristallform und auch die sonstigen Eigen- 
schaften des Cystins zeigte. 

Tetraglycyl-glycin.?) 

Nas Pentapeptid ist in kaltem Wasser so schwer loslich, 
dali wir fiir den Versuch eine nur 1°/oige Lésung anwenden 
mubten. 100 ccm davon blieben mit 4 cem Pankreassaft und 
mit Toluol im Brutraum bei 36° stehen. Nach 3 Wochen war 
die Biuretreaktion zwar noch nicht vollstindig verschwunden, 
aber doch sehr viel schwiicher geworden als die der Kontroll- 
probe oder einer frischen 1°%/oigen Losung des Pentapeptids. 
Die Fliissigkeit wurde nun zum Nachweis des Glycocolls genau 
in derselben Weise behandelt wie bei Alanyl-leucyl-glycin unter a. 
Die Menge der in 2 ccm eiskaltem Wasser léslichen Substanz 
betrug 0.3122 g, und daraus wurden 0,3014 g Glycocollester- 
chlorhydrat vom Schmelzpunkt 144° gewonnen. 

0.1976 g Substanz gaben 0.2500 g CO, u. 0,1290 g H,0. 

Berechnet fiir C,H, NO,CI: Gefunden: 

34,43 °%o Cou. 7,18 %o H. 34,50°/o Cou. 7,25°%o H. 

Die tbrigen Produkte der Hydrolyse sind noch nicht ge- 
niigend untersucht. 


Triglycyl-glycin-athylester (Biuretbase von Curtius). 


Das Verhalten der Base gegen Trypsin ist bereits von 
M. Schwarzschild*) untersucht worden. Er fand, dab bei 





') KE. Fischer und U. Suzuki, Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., 
Jg. XXXVII, S. 4579 (1904). 
*) KE. Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., Jg. XXXVII, 5. 


2507 (1904), 
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der Einwirkung des Fermentes die Biuretreaktion verschwand, 
und dafi dann in der Flissigkeit Glycocoll enthalten war. Er 
claubte ferner die Base als den Athylester des Hexaglycyl- 
elycins betrachten zu diirfen. In einer kurzen Kritik der Ver- 
suche und SchluBfolgerungen von Schwarzschild hat der 
eine von uns in Gemeinschaft mit Bergell!) darauf aufmerk- 
sam gemacht, dai die Struktur der Base auch dureh die Ver- 
suche von Schwarzschild keineswegs festgestellt sei, und da} 
durch den Nachweis des Glycocolls die Hydrolyse der Base 
nicht bewiesen werde, da diese nach den iilteren Versuchen 
yon Curtius und Goebel selbst leicht in Glycocoll verwandelt 
werden kénne. Inzwischen hat Th. Curtius?) gezeigt, dab 
lie reine Biuretbase der Athylester des Triglyeylglycins ist, und 
dav das von Schwarzschild benutzte Praparat sehr stark 
mit Glycinanhydrid verunreinigt war. Unter diesen Umstiinden 
<chien eine Wiederholung des hydrolytischen Versuches unter 
Anwendung von Pankreassaft wiinschenswert. 
1 g Base, die nach der neuen Vorschrift von Curtius 
hergestellt war, wurde in 30 cem Wasser geldst, mit Toluol 
| 4 cem Pankreassaft versetzt und im Brutraum aufbewahrt. 
Nach 14 Tagen war die Biuretreaktion noch deutlich vorhanden. 
lin Laufe der dritten Woche wurde sie aber schon recht schwach 
und nach vier Wochen war sie eben noch wahrnehmbar, wiihrend 
ene kontrollprobe der base ohne Ferment bei gleicher behand- 
ung nach sechs Wochen noch sehr starke Biuretreaktion zeigte. 
Venn Schwarzschild bei seinen Versuchen die Biuretreaktion 


_ 


<chon am oO. oder 6. Tage verschwinden sah, so liegt dies viel- 
leicht an der griBeren Menge oder auch an der verschiedenen 


eschaffenheit seines Fermentes, das aus Rinderpankreas nach 
)—Otagiger Autodigestion gewonnen und mittels der Uranyl- 
wetatmethode gereinigt war, aber vielleicht trotzdem neben 
pankreatischen auch autolytische Fermente enthielt. 
Zum Nachweis des Glycocolls wurde die biuretfreie Fliissig- 
vom Toluol getrennt, kurz aufgekocht, filtriert, dann unter 
stark vermindertem Druck unterhalb 40° zur Trockene ver- 


pee 


' Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., Jg. XXXVI, S. 2607 (1903). 
Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., Jg. XXXVII, S. 1284 (1904). 
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dampft, und der Riickstand mit 2 cem eiskaltem Wasser sorg- 
faltig ausgelaugt. Beim Verdunsten hinterliefi diese Losung 
0.354 g Riickstand. Er wurde gepulvert, mit 3 ccm absolutem 
Alkohol versetzt und durch Einleiten von trockenem Salzsiiure- 
gas anfangs unter Kiihlung bis zur Sattigung verestert. Da 
ein geringer Riickstand blieb, so wurde die alkoholische Lisung 
filtriert. Beim lingeren Stehen des Filtrates in einer Kilte- 
mischung nach Impfung mit einem winzigen Kristallchen von 
Glycocollesterchlorhydrat begann eine reichliche Abscheidung 
von Kristallen, die nach 12 Stunden abfiltriert und mit kaltem 
Alkohol gewaschen 0.2045 g¢ betrugen und nach dem Schmelz- 
punkt 142° und den sonstigen Eigenschatten salzsaures Glyco- 
collesterchlorhydrat waren. 

Unsere Resultate bestiitigen also die Beobachtungen von 
Schwarzschild tiber die ZerstOrung der Biuretbase durch 
das Pankreasferment und geben auberdem den sicheren be- 
weis, dali dabei Glycocoll entsteht. Allerdings ist seine Menge 
so gering, dab als Hauptprodukt andere Substanzen entstehen 
miissen. In der Tat bleibt beim Auslaugen des Glycocolls mit 
eiskaltem Wasser ein erheblicher Riickstand, der uns aus den 
abiureten Polypeptiden des Glycocolls zu bestehen scheint, den 
wir aber noch nicht gentigend untersucht haben. 


Nicht hydrolysierbare Polypeptide. 
Racemisches Glycyl-alanin. !) 


Angewandt 1 g Dipeptid, 10 cem Wasser, 3 ccm Pan- 
kreassaft. Nach 18 tiigigem Stehen im Brutraum war die Losung 
optiseh giinzlich inaktiv und aus der in der tiblichen Weise 
von Toluol befreiten, aufgekochten und _ filtrierten Fliissigkeit 
wurden 0,87 g unverandertes Dipeptid vom Schmelzpunkt 227° 
(korr.) wiedergewonnen. 

O1911 g Substanz gaben 0.2910 g CO, u. 0,1200 g H,0. 

Berechnet fiir C,H,.N,O,: Gefunden: 

41,53 °/o Cou. 6,9°%7o H. 41,53 °/o Cou. 6,98°%o H. 


') E. Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., Jg. XXXVI! 


S, Ba&RO, 1904. 














Das Verhalten verschiedener Polypeptide gegen Pankreassaft. io 

























Ein zweiter Versuch unter denselben Bedingungen verlief 
ebenso. Hier wurde die recht scharfe Probe auf Glycocoll bezw. 
sein Esterchlorhydrat angestellt, blieb aber negativ. 


Glycyl-glycin. 


Seine Widerstandsfiihigkeit gegen das gewoOhnliche kauf- 
iche Trypsin ist schon friiher!) beobachtet worden. In Uber- 
einstimmung damit steht das Verhalten gegen Pankreassaft. 
Kine Losung von 1 ¢ in 25 cem Wasser wurde mit 3 eem 
Pankreassaft und Toluol versetzt. Nach 14tiigigem Stehen bel 


‘ 


36° war keine wigbare Menge von Glycocoll nachweisbar. 


9 


Racemisches Alanyl-leucin B.?) 


Kine Losung von 1 g Dipeptid in 10 cem Wasser mit 
3 ccm Pankreassaft unter Zusatz von Toluol war nach vier- 
wochentlichem Stehen im brutraum optisch inaktiv. Trotzdem 
wurde sie nach Entfernung des Toluols kurz aufgekocht, filtriert 
und verdampft, der Riickstand mit 2 ccm eiskaltem Wasser 
ausgelaugt, und der hierbei in Lésung gegangenen Teil auf die 
fliichtigen Ester der einfachen Aminosiiuren verarbeitet. Das 
esultat war giinzlich negativ. Ein zweiter Versuch verlief ge- 


Nau ebenso. 


Racemisches Leucyl-alanin.?) 


Wegen der geringen Léslichkeit wurden 1 g Dipeptid in 
b0 com Wasser gelést und mit Toluol und 3 ccm Pankreas- 
<aft im Brutraum aufbewahrt. Nach 6 Wochen war die Fliissig- 
Keit noch optisch inaktiv, und es konnte daraus 0,8105 g un- 
verandertes Dipeptid zuriickgewonnen werden. Zweimalige Wie- 
derholung des Versuches fiihrte zu demselben Resultate. 

Wie schon in der Einleitung erwahnt, bt das kéufliche 
Pankreatin auf das Dipeptid deutlich hydrolisierbare Wirkung 
ils, Wle folgender Versuch zeigt. 

EK. Fischer und P. Bergell, Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., 
XXXVI, S. 2598, 1903. 

*) E. Fischer u. Otto Warburg, Liebigs Annalen, Bd. CCCXL, 

1905. 
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Kine Losung von 1 g Dipeptid in 55 cem Wasser wurde 
mit 0.2 ¢ Pankreatin (von der Firma Rhenania in Aachen) ge- 
schiittelt, filtriert, und die Flissigkeit nach Zusatz von Toluol 
im Brutraum aufbewahrt. Beim Beginn des Versuches drehte 
die Loésung im 1-dm-Rohr 0,23 nach links. Nach 12 Tagen 
war die Drebung auf 0,10° zuriickgegangen. Die Fliissigkeit 
wurde dann nach Abtrennung des Toluols kurz aufgekocht, 
filtriert und bei geringem Druck unterhalb 40° zur Trockene 
verdampft. Dar Riickstand wurde mit 2 ecm eiskaltem Wasser 
sorgfiltig ausgelaugt, und der ungeléste Teil auf die gewohn- 
liche Art in das Kupfersalz verwandelt. Aus der eingeengten 
Losung schieden sich 0,0812 ¢ eines blabblauen Kupfersalzes 
ab, das nach dem iiuBberen Aussehen, der Loéslichkeit und der 
Analyse sicherlich der Hauptmenge nach Leucinkupfer war. 


0,0804 g Substanz gaben 0,0210 g CuO = 0.0167 ¢ Cu. 
Berechnet fiir (C,H,,NO,),Cu: Gefunden: 
19,6 °/o Cu. 20,7 °/o Cu. 


Die Menge des Salzes war verhiltnismiibig gering. Wir 
haben bereits darauf aufmerksam gemacht, dal} die Hydrolyse 
wohl durch den Gehalt des Pankreatins an anderen, dem Pan- 
kreassaft fremden Enzymen bewirkt werde. 


Racemisches Leucyl-glycin.’) 

1 g Dipeptid in 35 ccm Wasser gelost, mit Toluol und 3 ccm 
Pankreassaft versetzt und 14 Tage im Brutraum aufbewahrt. 
Die Fliissigkeit zeigte keine optische Aktivitét. Durch Ein- 
dampfen wurde das unveriinderte Dipeptid wieder gewonnen, 
und in der letzten Mutterlauge konnte durch die Estermethode 
kein Glycocoll nachgewiesen werden. Bei einem zweiten Ver- 
such unter denselben Bedingungen und einem dritten, der ebenso 
ausgefiihrt war, aber 3 Wochen dauerte, war das Resultat 
dasselbe. Bei dem vierten Versuch wurden 4 g Dipeptid in 
125 cem Wasser gelost, mit Toluol und 14 cem Pankreassatt 
versetzt und im Brutraum aufgehoben. Nach 30 Tagen war 
die LOsung noch optisch inaktiv. Nach weiteren 18 Tagen hatte 


') EK. Fischer und A. Brunner, Liebigs Annalen, Bd. CCCXL, 
S. 142, 1905. 
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sie allerdings ein ganz geringes Drehungsvermdégen erhalten, 
d. h. im 1-dm-Rohr 0,05° nach links. Der allergréBbte Teil 
des Dipeptides wurde auch hier unveriindert zuriickgewonnen. 
Als aber der am leichtesten ldsliche Teil des Verdampfungs- 
riickstandes mit der Estermethode auf Glycocoll gepriift wurde, 
celang es, O,11 g Glycocollesterchlorhydrat zu isolieren. Hier 
war also eine ganz geringe Hydrolyse eingetreten. Wir miissen 
es aber unentschieden lassen, ob sie durch das Pankreasferment 
herbeigefthrt wurde, denn bei so Jang andauernder Wirkung 
und der Temperatur von 36° kann vielleicht auch schon Wasser 
allein eine schwache hydrolytische Wirkung ausiiben. 


Racemisches Leucyl-leucin.?) 


Wegen der geringen Loslichkeit muften hier auf 1 ¢g 
Dipeptid 100 cem Wasser verwendet werden. Diese Losung 
blieb mit Toluol und 3 ccm Pankreassaft versetzt 4 Wochen 
bei 36° stehen, Die Fliissigkeit war auch zum Schlub optisch 
inaktiv und durch Verdampfen konnte das Dipeptid fast quan- 
titativ zuriickerhalten werden. 


0.1201 g Substanz gaben 0,2617 g CO, u. 01061 g H,O. 


Berechnet fiir C,,H,,N,O;: Gefunden: 
59.02 2/0 Cu. 9,84 °/o H. 59,4°/o Cou. 9.8 970 H. 


Zweimalige Wiederholung des Versuches unter denselben 
bedingungen gab dasselbe Resultat. 

Da Leucin in den natiirlichen Proteinstoffen fast aus- 
nahmslos und hiufig in erheblicher Menge vorkommt, so durfte 
man erwarten, daf seine Polypeptide durch das Pankreas- 
ferment besonders leicht angegriflen wirden. Wir vermuten 
deshalb, daB im vorliegenden Falle die Konfiguration des Mole- 
kills das hindernde Moment ist. Wahrscheinlich ist nur die 
Kombination |-Leucyl-l-Leucin fir das Ferment angreifbar, und 
diese kann in dem vorliegenden Racemkorper fehlen. Leider 
ist das zweite von der Theorie vorgesehene racemische Leucyl- 
leucin noch unbekannt. 


—_——~. 
Oe 


') KE. Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., Jg. XXXVII, 
S. 2491, 1904. 
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Racemisches Aminobutyryl-glycin.!) 


Kine Losung von 1 g Dipeptid in 10 ccm Wasser blieh 
nach Zusatz von 4 ccm Pankreassaft und Toluol 14 Tage im 
Brutraum. Sie war dann noch inaktiv, und in der Fliissigkeit 
konnte nach dem Verdampfen im Vacuum durch die scharfe 
Estermethode kein Glycocoll nachgewiesen werden. 


Racemische Aminobutyryl-aminobuttersaure A.! 


1 g Dipeptid, 25 ecem Wasser und 3 ccm Pankreassaf 
mit Toluol bei 37° aufbewahrt. Nach 4 Wochen war die 
Losung noch optisch inaktiv, und es konnten daraus 0,85 ¢g 
unveriindertes Dipeptid zuriickgewonnen werden. Das isolierte 
Produkt briiunte sich gegen 265° (korr.) und schmolz gegen 


272° (korr.). 
Racemische Aminobutyryl-aminobuttersaure b.! 


Der Versuch wurde unter genau denselben Bedingungen 
wie der vorhergehende ausgefiihrt. Das Resultat war ebenso 
negativ. Die Menge des zuriickgewonnenen reinen Dipeptids 
betrug O,875 g. Es braunte sich beim Erhitzen im Kapillar- 

r 


rohr gegen 24 


Fa) 


)® (korr.) und schmolz gegen 256° (korr.). 
Racemisches Aminoisovaleryl-glycin. ?) 


Kine Losung von 1 g in 35 cem Wasser mit Toluol und 
3 cem Pankreassaft blieb 14 Tage im Bbrutraum stehen. Sie 
war dann optisch inaktiv und in der Fliissigkeit konnte durch 
die Estermethode kein Glycocoll gefunden werden. 


Glycyl-phenylalanin. %) 


Angewandt 1 g Dipeptid, 20 cem Wasser, 3 ccm Pankreis- 
saft und Toluol. Nach vierw6chigem Stehen bei 36° zeigte die 


') E. Fischer und Karl Raske,. Liebigs Annalen, Bd. CCCXL 
S. 180, 1905. 

*) Die Verbindung wurde im hiesigen Institute von Herrn Schen! 
nach der allgemeinen Methode aus a-Bromisovalerianséure und Glyco 
dargestellt und wird spiiter beschrieben werden. 

5) H. Leuchs und U. Suzuki, Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsc! 
Jg. XXXVII, S. 3313 (1904). 
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Lisung keine Drehung des polarisierten Lichtes. Sie wurde 
dann im Vacuum zur Trockene verdampft, und der Riickstand 
mit 2 cem eiskaltem Wasser ausgelaugt. Diese Lésung hinter- 
lie} beim Verdampfen 0,1902 g Riickstand, aus dem kein 
Giycocollesterchlorhydrat gewonnen werden konnte. Es war 
also keine nachweisbare Hydrolyse eingetreten. 


Racemisches Leucyl-prolin. !) 


Eine Lésung von 1 ¢ in 10 cem Wasser blieb nach 
Zusatz von Toluol und 3 ecm Pankreassalt bei 36° stehen. 
Nach 3 Wochen zeigte die Fliissigkeit keine Drehung des 
polarisierten Lichtes, und eine Probe blieb nach dem Kochen 
mit Kupferoxyd vollig farblos. Damit ist unzweideutig be- 
viesen, dab keine Hydrolyse des Dipeptides stattgefunden hatte, 
denn die Spaltungsprodukte, die dabei entstehen mussten, Leucin 
und Prolin, geben beide stark blau gefiirbte Kupfersalze. Die ur- 
spriingliche Flussigkeit wurde dann nochmals mit 3ecm Pankreas- 
saft versetzt und wiederum 3 Wochen im Brutraum aufbewahrt. 
Auch jetzt bheb die Kupferprobe negativ, und man kann deshalb 
sagen, dali das Dipeptid von dem Pankreassaft gar nicht an- 
sesriffen wird. Ob das an der eigentiimlichen Struktur der 
Verbindung liegt, die wahrscheinlich auch das abweichende Ver- 
halten gegen Kupferoxyd bedingt, oder ob ihr stereochemischer 
Aufbau dem Ferment nicht pabt, mtissen wir vorderhand un- 
entschieden lassen, denn das zweite von der Theorie vorge- 
sehene stereoisomere Leucylprolin ist noch unbekannt, und man 
Kuni a prior! tuber sein Verhalten gegen Pankreasferment 
nichts sagen. 

Diglycyl-glycin.? 


Kine Lésung von 1 ¢ in 35 com Wasser mit Toluol und 
® ccm Pankreassaft war i4 Tage im Brutraum auf bewahrt 
orden. Auch hier war Glycocoll durch die Estermethode 
hicit nachweisbar. 
Kk. Fischer und Emil Abderhalden, Ber. d. Deutsch. chem 
ellsch., Jg. XXXVII, S. 3074 (1904). 
7) E. Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., Jg. XXXVI, S. 
1903 und Jg. XXXVII, S. 257, 1904. 
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Triglycyl-glvycin.!) 


Die Versuche mit diesem Tetrapeptid wurden besonders 
sorefiiltig ausgefiihrt, weil es einerseits die der Biuretbase ent- 
sprechende freie Saure ist und andererseits auch wie jene die 
Biuretreaktion gibt. Wegen der geringen Loslichkeit konnte 
nur eine 21'/2% oige Losung verwendet werden. Wir haben 
drei Versuche ausgefiihrt mit einer LOsung von je 1 ¢ Tri- 
elycylglycin in 40 ccm Wasser, die mit Toluol und 3 ccm 
Pankreassaft versetzt war und bei 36° aufbewahrt wurde. Bei 
der ersten Probe wurde die Fliissigkeit nach 10 Tagen unter- 
sucht. Die beiden anderen blieben je 4 Wochen im Brutraum 
stehen. Nach dieser Zeit war die Biuretreaktion der Fltissig- 
keit nicht merklich vermindert, und es gelang auch nicht, nach 
dem oben angegebenen Verfahren in der Flitissigkeit Glycocoll 
nachzuweisen, denn es entstand bei der Veresterung nur eine 
iiuberst geringe Menge einer Abscheidung, die nicht einma! 
eine Schmelzpunktbestimmung gestattete. Jedenfalls war der 
allergrOBte Teil des Tetrapeptids unverandert. 


Dileucyl-glyevl-glycin.?) 


Wegen der geringen Loslichkeit mubten auf 1 g 75 ccm 
Wasser genommen werden. Die Lésung blieb mit Toluol und 
+ cem Pankreassaft einen Monat im Brutraum. Sie war dann 
noch optisch vollig inaktiv, und aus der Fliissigkeit konnten 
0.8125 ¢ reines Tetrapeptid wiedergewonnen werden. 

0.0994 ¢ Substanz gaben 0,1950 g CO, u. 0,0758 g H,0. 

Berechnet fiir C,,H,,N,9; : Gefunden : 

53,63°/o Cu. 8,38 °%Jo H. 53,5°/o C u. 8,4 %o H. 

Glycocoll war in der Mutterlauge durch die Estermethode 
nicht nachzuweisen. Bei zweimaliger Wiederholung des Ver- 
suches unter den gleichen Bedingungen wurde niemals optische 
Aktivierung der Lésung beobachtet. 





') Ber. der Deutsch. chem. Gesellsch., Jg. XXXVII, S. 2501, 190+. 
*) KE. Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., Jg. XXXVII, 


S. 2506, 1904. 
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Versuche mit Magensatft. 


Wie bereits erwihnt, stammte der Saft aus einem kleinen 
Magen vom Hunde und war uns ebenfalls von Herrn Prof. 
Pawlow iiberlassen worden. Er war sehr wirksam. 1 g 
Casein wurde in 10 cem des Saftes bei Bruttemperatur im 
Laufe von etwa 2 Stunden vollig gelist, unter Bildung von 
Albumosen und Peptonen. 


Glycyl-l-tyrosin. 


1 g Dipeptid wurde in 10 ccm Magensaft gelést und bei 
36° aufbewahrt. Nach 14 Tagen wurde die klare Lésung im 
Vacuum bei einer 35° nicht iibersteigenden Temperatur zur 
Trockene verdampft, und der Riickstand mit 2 ccm eiskaltem 
Wasser ausgelaugt. Es ging alles in Lésung. Nun wurde 
nochmals zur Trockene eingedampft, der Riickstand mit 3 ecm 
absolutem Alkohol tibergossen und trockenes Salzsiiuregas zu- 
nichst unter Kihlung und schlieBlich unter kurzer Erwirmung 
eingeleitet. Auch nach Impfen mit einem Kristillchen von 
Giycocollesterchlorhydrat und nach langerem Stehen auf Eis 
erfolgte keine kristallinische Abscheidung. Glycocoll war also 
auch nicht in nachweisbarer Menge vorhanden. 

Der Versuch wurde noch zweimal mit demselben Erfolge 
wiederholt. 


Dialanyl-cystin. 


1 g Dialanyl-cystin wurde in 10 ccm Magensaft gelist und 
im Brutraum aufbewahrt. Nach 8 Tagen wurde die Lésung 
unter vermindertem Druck und einer 40° nicht iibersteigenden 
Temperatur zur Trockene verdampft, der Riickstand mit 3 eem 
Alkohol itbergossen und trockenes Salzsiiuregas bis zur Siattigung 
elngeleitet, dann die Lésung unter vermindertem Druck zur 
lrockene eingedampft, die Ester mit Alkali und Kaliumkarbonat 
in der iiblichen Weise in Freiheit gesetzt und in Ather auf- 
genommen. Der Ather wurde bei gewohnlicher Temperatur 
unter vermindertem Druck destilliert, und das Destillat in einer 
sorglaltig gekiihlten, verdiinnte Salzsiure enthaltenden Vorlage 
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aufgefangen. Beim Verdampfen der Salzsiéiure verblieb fast 
kein Ruckstand. Alanin war somit nicht entstanden. 


Leucyl-leucin, Leucyl-alanin und Leucyl-glycin. 


Je O65 g in 10 ecm Magensaft gelést blieb 14 Tage im 
Brutraum. In allen drei Fillen konnte das unveranderte Di- 
peptid wiedergewonnen werden. Beim Leucyl-glycin — schlug 
auch der Versuch, in der gewohnten Weise Glycocoll als Ester- 
chlorhydrat nachzuweisen, fehl. 

Man konnte gegen die Versuche mit Magensaft den Ein- 
wand erheben, dai die Menge der Salzsaure, die nur 0,4°/o 
des Saftes betrug, fiir die Bindung des Dipeptides und noch 
mehr fiir die Bindung der Spaltprodukte unzureichend war. 
Andererseits aber ist zu beachten, daf die Reaktion der Losung 
dauernd ziemlich stark sauer war, und man hatte darum_ er- 
warten miissen, dali wenigstens eine teilweise Hydrolyse der 
Produkte stattfinden wiirde. Immerhin werden wir spiter die 
Versuche unter Zusatz von wechselnden Mengen Salzsiéure 
wiederholen und auch andere peptische Fermente, wie Papayotin, 
in den Kreis der Untersuchung ziehen. 



























Uber die Gruppe von stickstoff- und schwefelhaltigen organischen 
Sauren, welche im normalen Menschenharn enthalten sind. 
Von 
St. Bondzynski, St. Dombrowski und K. Panek. 


(Vorgelegt der Akademie der Wissenschaften in Krakau 


(Der Redaktion zugegangen am 10. August 1905.) 


Vor einigen Jahren haben Bondzynski und Gottlieb!) 
sowie Bondzynski und Panek?) aus normalem Menschenharn 
zwei stickstoff- und schwefelhaltige Sauren erhalten, welche 
‘ie Oxyproteinsaéure und Alloxyproteinsaéure nannten. Gewisse 
Oifferenzen in der elementaren Zusammensetzung von einzelnen 
ntersuchten Praparaten sowohl des oxyproteinsauren Baryums 

der alloxyproteinsauren Salze gaben Veranlassung zu Ver- 
mutungen, daf der normale Menschenharn aufer den genannten 
Siuren noch andere, ihnen verwandte stickstoff- und schwefel- 
haltige Stoffwechselprodukte enthalten k6nne. 

Das Experiment hatte diesbeziiglich folgende Fragen zu 
beantworten: 1. ob die Alloxyproteinsaure die einzige im Harn 
enthaltene Sure wire, welche in Wasser leicht lésliche, in Al- 
kohol unlésliche Erdalkalisalze gibt und welche aus ihren L6és- 

son sowohl mit basischem Bleiacetat wie mit Quecksilber- 
rat auf Quecksilberacetat gefallt wird und 2. ob der Nieder- 
~chlag, welehen das Quecksilberacetat im Filtrate von der blei- 
ing erzeugt, auber dem Quecksilbersalze der Oxyprotein- 
saure nicht etwa noch andere unbekannte Quecksilberverbin- 
ngen enthalte. 


«Uber einen bisher unbekannten Harnbestandteil. die Oxyprotein- 
Zentralblatt f. d. med. Wiss., J. 1897, Nr. 33. 
? «Uber Alloxyproteinsiiure, einen normalen Harnbestandteil>, 
de lacadémie des sciences de Cracovie, octobre 1902, auch Ber. 


itsch. chem. Ges., Bd. XXXV, S. 2959 (1902). 
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I. Antoxyproteinsaure. 


Dafi das Filtrat von der Bleifiillung in der Tat wenigstens 
zwei verschiedene Korper enthielt, wurde uns bald klar, als 
wir zur Fallung der Oxyproteinsiure statt des Quecksilberni- 
trates des Quecksilberacetates — welches bei der Darstellung 
der Alloxyproteinsiure bereits verwandt wurde — uns bedient 
hatten. Zu der Fiillung mit Quecksilberacetat der Korper der 
Oxyproteinsiuregruppe wurde der Harn anfangs auf folgende 
Weise vorbereitet. Nach der Entfernung der Phosphorsiure mii 
Kalk, der Schwefelsiure mit Barythydrat und dem Ausfiillen 
des Kulk- und des Barytiiberschusses mit Kohlensiiure wurde der 
Harn bis zur Konsistenz eines diinnen Sirups in vacuo bei 
5d° C. eingeengt, durch abwechselndes Einengen und Erkalten- 
lassen und dabei erfolgende Kristallisation von einem grofien 
Teil des Natriumchlorids sowie teilweise von Harnstoff befreit 
und dann mit einem Alkoholithergemisch (2:1) mehrerema! 
ausgezogen: der in Alkoholather unlésliche Riickstand wurde 
nun in Wasser gelOst und behufs Entfernung der Alloxyprotein- 
siiure resp. auch etwaiger Korper der Alloxyproteinsauregruppe 
mit Bleiessig gefiillt. Der Bleiniederschlag diente zur Darstellung 
der Alloxyproteinsiiure. Die Oxyproteinsiiure und eventuell ihr 
verwandte Siuren muften im Filtrate von dieser Fallung ge- 
sucht werden. Sie befanden sich dort teils als Erdalkali- teils 
als Natriumsalz, neben Chlornatrium und Kreatinin. Zu diesem 
Filtrat wurde nun nach dem Entfernen von Blei mit Natrium- 
carbonat, dem Neutralisieren der alkalischen Fliissigkeit) mi! 
Essigsiiure, dem Kinengen und schwachen Ansauern mit Essig- 
siure eine 20°/oige LOsung von Quecksilberacetat zugesetzt und 
zwar so lange, bis sie eine Fiillung noch erzeugte; es entstand 
ein sehr reichlicher weiber Niederschlag, es fiel jedoch gleich 
auf, daf die von demselben abfiltrierte Fliissigkeit beim Neu- 
tralisieren mit Soda einen noch ebenso starken oder vielleicht 
noch reichlicheren weifben Niederschlag lieferte. Es lag nahe. 
zu vermuten, dab diese zwei Quecksilberniederschlage und zwit 
jener aus saurer Lésung erhaltene und der beim Ubersehul 
von Quecksilberacetat aus der Losung durch Neutralisieren mi! 








: ’ . es 2» 
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Soda ausgefiillte Quecksilbersalze von zwei verschiedenen Sauren 
waren. Dies war nun in der Tat der Fall. Aus dem ersten 
Niederschlag wurde eine stickstoff- und schwefelhaltige Saure 
erhalten, welche wir hier gleich zur Erleichterung der Dar- 
-tellung der Ergebnisse unserer Untersuchung Antoxyprotein- 
siiure (ante) nennen, denn die nach der Ausfallung dieser Saure 
mit Quecksilberacetat aus dem bei der Neutralisation mit Soda 
sefiillten Niederschlag erhaltene Saure erwies sich als mit Oxy- 
proteinsaure identisch. 

Zur Darstellung der Antoxyproteinsiiure wurde der bei saurer 
Reaktion ausgefallene Quecksilberniederschlag auf einer Nutsche 
abliltriert, durch wiederholtes Herausnehmen aus dem Trichter 
und Zerreiben mit Wasser in einem Porzellanmoérser bis zum 
Verschwinden der Chiorreaktion im Filtrat ausgewaschen und 
mit Schwefelwasserstoff zerlegt; da es jedoch nicht ausge- 
-chlossen war, dal dieser Quecksilberniederschlag das sonst 
erst beim Neutralisieren ausfallende Quecksilbersalz mitgerissen 
haben konnte, so wurde das Filtrat von Quecksilbersulfid nach 
dem Verjagen von Schwefelwasserstoff mittels Durchtreibens 
eines Luftstroms noch einmal mit Quecksilberacetat in saurer 
Losung versetzt; der entstandene Niederschlag nach dem Aus- 
waschen wiederum mit Schwefelwasserstoff zerlegt, in der endlich 
erhaltenen schwelwasserstofffreien L6sung die Siéure mittels 
baryumhydrat gebunden und nach dem Ausfiillen des Barytiiber- 
schusses mit Kohlensaiure sowie der Konzentration der Fliissig- 
Kelt In vacuo bis zur Konsistenz eines Sirups durch Eingiefen 
in konzentrierten Alkohol als Baryumsalz gefillt. Da die er- 
haltenen Priparate noch Chlor enthielten, so wurden sie durch 
wiederholtes Auflésen in Wasser und Umfiallen mit Alkohol zur 
Analyse gereinigt, worauf sie schlieBlich mit Ather nachgespiilt 
und im Vacuumexsikkator getrocknet wurden, oder da_ diese 
Keinigung nur mit groBen Verlusten ausgefiihrt werden konnte, 
in Praparate des Silbersalzes umgewandelt. Zu diesem Zweck 
wurde das Baryumsalz in der Lésung mittels Natriumsulfat in 
Natriumsalz iibergefiihrt und zwar bei mdglichst vollstiindiger 
(msetzung der angewandten Menge des Baryumsalzes, jedoch 
unter Vermeiden des geringsten Uberschusses von Natriumsulfat; 
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dann wurde eine zur Ausfallung des Chlors eben geniigende 
Menge Silbernitrat hinzugefiigt, die Losung vom ausgeschiedenen 
Chlorsilber filtriert, das Filtrat mit einem berechneten Uber- 
schufi von Silbernitrat und darauf mit Alkohol im Verhiiltnis 
1:1 versetzt. Das Silbersalz fiel als weiber flockiger Nieder- 
schlag, welcher anfangs mit 50°/oigen, darauf mit einem stirkeren, 
schlieBlich aber mit 97°;oigem Alkohol ausgewaschen, von Alkoho! 
mit Ather befreit und in Vacuumexsikkator getrocknet wurde. 
Mit diesen Methoden wurde eine Reihe von Praparaten sowohl vom 
Baryumsalz der Autoxyproteinséure wie vom Silbersalz erhalten. 
Alle Priiparate wurden von der Analyse stets in dem Vacuum- 
apparat von Hans Meyer bis zum konstanten Gewicht ge- 
trocknet und zwar das Baryumsalz bei einer Temperatur von 
etwa 80° C., das Silbersalz bei 45—50° C. Die Elementaranalysen 
dieser Priiparate ergaben, wie aus der beigefiigten Tabelle zu 
ersehen ist 


> 


Tabelle I. 





Priiparate des Baryumsalzes 





| 2 3 4 5 
0 0 - 0 ¥ +9) - v v 

N 15.19 15.26 14.02 15.08 | 15.99 
0.87 _— — _ 

Ba 23.1 23,82 26.93 29,95 24.14 





Priiparate des Silbersalzes 





I ? 5 4 D 6 7 
1, Yo Vg 9 O10 0/) a 
— — -- 14,53 14,27 14.66 14,62 
0.64 | 0.68 061 | o69 | of9; — 
Ag — £0.99 44), 27 40.10 39.91 39.32 |; 39.16 


so gut unter einander itibereinstimmende Werte, dai = wir 
anfangs geneigt waren, zu glauben, daf wir die Salze der 
Antoxyproteinsiiure bereits in reinem Zustande vor uns _ hitten, 
bis die Beobachtung, daf die Priiparate des Baryumsalzes 
in konzentrierten Lisungen mit basichem Bleiacetat noch 
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gefillt werden, uns belehrt hatte, daB dieselben mit alloxy- 
proteinsaurem Baryum noch verunreinigt waren. Als uns dies 
klar wurde, hatten wir versucht, zur Darstellung eines reinen 
Jaryum- resp. Silbersalzes die Beobachtung zu verwerten, dab 
aus einem Gemenge des Baryum- resp. Bleisalzes der Antoxy- 
proteinsiure mit den entsprechenden Salzen von Sauren der 
Alloxvyproteinsaéuregruppe beim Zerlegen mit Schwefelsiiure 
oder Oxalstture zuniichst die Antoxyproteinsiiure wahrscheinlich 
als eine schwiichere Saure in Freiheit gesetzt wird: die freie 
Antoxvproteinsaéure konnte nun auf Grund ihrer leichten Loés- 
lichkeit in Alkohol von den in Alkohoi schwer léslichen Salzen 
der Siiuren der Alloxyproteinsiuregruppe getrennt werden. 

Es gelang in der Tat, aus einem nach dem Verarbeiten 
einer neuen Menge Harn nach der friiher beschriebenen Methode 
dargestellten Baryumsalz, durch partielles Zerlegen mit einer 
zur vollstandigen Ausfillung von Baryum ungeniigenden Menge 
verdiinnter Schwefelséiure, Eindampfen der Loésung in vacuo 
bis zur Konsistenz eines Sirups, Ausziehen der freien Siure 
mit absolutem Alkohol und Binden derselben an Baryt ein 
Priiparat des Baryumsalzes der Antoxyproteinsaure darzustellen, 
welches eine Fallung mit Bleiessig nicht mehr gab. Dieses 
Baryumsalz wurde in der bekannten Weise in Silbersalz um- 
gewandelt, dessen Elementaranalyse Zahlen ergab, 

Priparat A. 

C 27,01 fo, H 3,13 %/o, N 15,280, S 0,48 °/o, Ag 37,57 °/o 
welche nun wirklich von jenen in der Tabelle I aufgefiihrten 
ziemlich abwichen. 

Obgleich es wahrscheinlich war, dab diese letzten Zahlen 
die Zusammensetzung des Silbersalzes der Antoxyproteinsdure 
richtig ausdriicken, so schien uns doch wiinschenswert, zur 
Feststellung der Zusammensetzung der gefundenen Siure die 
Reindarstellung ihrer Salze noch nach einer anderen Methode 
vorzunehmen. Als Ausgangsmaterial wurden zundchst die von 
den Analysen zuriickgebliebenen Reste der in der Tabelle I 
aufgezihlten Praparate des Silbersalzes benutzt. Nach der Ver- 
einigung dieser Priparate wurde das Silbersalz mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt und die in Freiheit gesetzte Siure nach dem 
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Vertreiben von Schwefelwasserstoff zur vollkommenen Entfernung 
der verunreinigenden Sauren der Alloxyproteinsauregruppe mit 
frisch gefalltem Bleihydroxyd ausgeschiittelt. Nach dem Aus- 
fiillen von Blei aus der Loésung mit Oxalsaure, der Oxalsiiure 
mit Barytwasser und des Barytiiberschusses mit Kohlensaure, 
sowie nach dem Einengen der Losung in vacuo und Fallen 
mit Alkohol wurde schlieBlich ein Baryumsalz und aus diesem 
auf die beschriebene Weise auch ein Silbersalz erhalten, welche 
bei der Elementaranalyse folgende Zahlen gaben: 
Praiparat B. 


Baryumsalz: — — N 17,87 °0 ~~ Ba 24.54%. 
Silbersalz: CC 27,180, H 3,09°%0, N 15,38%o, S 0,381°%o, Ag 36,92 %o. 


Um schlieblich die Richtigkeit der letzten Ergebnisse in 
betreff der Zusammensetzung der Antoxyproteinsiure resp. 
ihrer Salze uns zu vergewissern, haben wir nach der im An- 
fang dieses Kapitels beschriebenen Methode noch ein Praparat 
des Baryumsalzes aus dem Harn dargestellt, die aus demselben 
in Freiheit gesetzte Saéure wiederum durch Ausschiitteln mit 
Bleihydroxyd gereinigt, in Silbersalz umgewandelt und analysiert. 
Die Analyse dieses Priparates (C) hatte die mit Praparaten 
A und B erhaltenen Resultate bestitigt. 

Priparat C. 
N 15,66 °%o, S 0,39%o, Ag 36,75 %o. 

Die Ubereinstimmung dieser Analysen und die aus den- 
selben berechnete mittlere Zusammensetzung des Silbersalzes 
der Antoxyproteinsiiure sowie der freien Siure ist aus der Zu- 
sammenstellung in der Tabelle II ersichtlich. 

Tabelle II. 








Baryumsalz Silbersalz Z.d. freien Sdure 
_ tstitsi‘iété#I berechnet aus d. 
, 1 7, S) sy- 
A B | C | Mittelzahlen | Mtl. 2. d. Silber 
| salzes 
0 ly v0 0 1) 0 | 0 0 iv) 0 
C - C 27,51 | 27,18; — 27 34 is 43,21 
H —- H 3,13; 3,09; — 3.11 H 4.94 
N 17.871 N | 15,28 15.38 15,66 15,44 N 24 40 
S — ~ 0.48 0.31 0.39 | 0.39 S 0.61 
36.92 | 36.75 37.08 
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Bei der Betrachtung der Analysenresultate fiel uns jedoch 
‘rotz der guten Ubereinstimmung aller erhaltenen Prozentzahlen 
der niedrige Schwefelgehalt unserer Saure auf; es wurde des- 
halb noch die Frage erértert, ob der Schwefel wirklich einen 
wesentlichen Bestandteil der Siure bildet und nicht etwa einer 
Verunreinigung derselben mit einer schwefelhaltigen Verbindung 
seinen Ursprung verdankt. In erster Linie wurde an eine bei 
der Zerlegung des Quecksilbersalzes mit Schwefelwasserstoff 
etwa vor sich gehende Sulfurierung gedacht. Die Mdglichkeit 
der Sulfurierung wurde nun ausgeschlossen, nachdem es ge- 
lang, ein Praparat des Baryumsalzes der Antoxyproteinsaure 
in einigermafen reinem Zustand mit einem &hnlichen Schwefel- 
cehalt unter Umgehen der Fallung mit Quecksilberacetat und 
also auch des Zerlegens mit Schwefelwasserstoff darzustellen, 
und zwar auf Grund der Failbarkeit der Antoxyproteinsiure 
aus konzentrierten L6sungen durch Phosphorwolframsiéure. Es 
wurden zu dieser Darstellung 1201 Harn verwendet, da die 
Vorversuche gelehrt haben, dafi die Fallung mit Phosphorwol- 
framsaure mit groBben Verlusten an Material verbunden war. 
Der Harn wurde einschlieBlich bis zur Fillung mit Bleiessig 
und Entfernen vom Blei aus der LOsung mit Natriumearbonat 
wie oben behandelt; aus dem Filtrat vom Bleicarbonat muBten 
jedoch die als Quecksilbersalze fallbaren Sauren unter Umgehen 
der Fallung mit Quecksilberacetat direkt als Baryumsalze ge- 
wonnen werden; dasselbe wurde nun nach dem Neutralisieren 
mit verdinnter Schwefelséure in vacuo eingeengt, dann, um 
die organischen Sauren in Freiheit zu setzen, mit verdiinnter 
Schwefelsdure bis zum Erscheinen einer schwach sauren Reaktion 
ai mit Kongorot gefarbten Papierstreifen angesduert, von Erd- 
alkalisulfaten filtriert, behufs Entfernen von Essigsaure im 
Schwarzschen Apparat mit Ather ausgezogen und zur Ausfallung 
der Alkalimetalle mit 11/2 Vol. Alkohol versetzt. Von Alkali- 
sulfaten wurde filtriert, die im alkoholischen Filtrat enthaltenen 
'reien Siiuren nach dem Verjagen des Alkohols durch Abdestillieren 
in vacuo bei 35—40° C. in der iiblichen Weise an Baryt ge- 
bunden; die wiasserige L6sung der Baryumsalze und zwar wie 
gewOhnlich in vacuo bis zur Sirupkonsistenz gebracht und 
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mit einem Uberschu8 von Alkohol gefallt. Das auf diese Weise 
nach dem Auswaschen des Niederschlages mit Alkohol und 
Trocknen im Exsikkator erhaltene Priiparat, welches zum 
groften Teil aus Baryumsalzen von Antoxyproteinsiiure und 
Oxyproteinsaure bestand, diente uns zu der Fiallung mit Phosphor- 
wolframsiure. Zu dem Zweck wurde eine konzentrierte LOsung 
desselben nach dem Ausfallen des Baryums mit verdiinnter 
Schwefelsiiure und Filtrieren von Baryumsulfat in einem Kolben 
mit einer 20°/oigen Phosphorwolframsiurelésung, welche 10°)» 
Schwefelsiiure enthielt, unter Vermeidung eines Uberschusses 
des Reagens versetzt: so entstand ein schwerer, flockiger Nieder- 
schlag, welcher bald zu einer klebrigen Masse sich umwandelte. 
welche am Boden des Gefiibes haftete. Die itiber diesem Boden- 
satz stehende Fliissigkeit wurde nun abgegossen, derselbe mit ge- 
ringen Mengen 5°/oiger Schwefelséiure einigemal unter Aus- 
schiitteln und Dekantieren rasch ausgewaschen und dann mit 
lauwarmer Barytlosung zerlegt. Nach der Ausfallung des Baryt- 
tiberschusses mit Kohlensiure wurde nun eine LOsung erhalten, 
welche das Baryumsalz der Antoxyproteinsiiure enthielt: da 
die Lésung noch gefiirbt war und Korper der Alloxyprotein- 
siiuregruppe — deren Trennung mit bleiessig bekanntlich nicht 
quantitativ. verlauft —, insbesondere das Urochrom, welches 
auch mit Phosphorwolframsiiure gefallt wird, noch enthalten 
konnte, so haben wir aus dem Baryumsalz mit verdiinnter 
Schwefelsiiure die Siiure in Freiheit gesetzt und dieselbe mit 
frisch gefiilllem Bleihydroxyd ausgeschiittelt, worauf sie, nach 
der Ausfillung von Blei mit Oxalsiure, in der bekannten Weise 
wieder in Baryumsalz umgewandelt wurde. Das schlieblich er- 
haltene Baryumsalz (1,5 g), welches nicht nur im Verhalten 
und in chemischen Reaktionen dem antoxyproteinsauren Baryumn 
glich, sondern auch eine mit ihm &ahnliche Zusammensetzung 
hatte, erwies sich als schwefelhaltig. Die Elementaranalyse 
des bei 80° C. in vacuo tiber Schwefelsaéure bis zum konstanten 
Gewicht getrockneten Priparates ergab niimlich: 
N 15,83 %o, S 0,37%o, Ba 20,27 %. 

Die von uns untersuchten Salze der Antoxyproteinsiure 

hatten also ihren Schwefelgehalt keinesfalls einer Behandlung 
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mit Schwefelwasserstoff zu verdanken. 


Oxyproteinsiure wie mit Korpern der Alloxyproteinsiiuregruppe 
unwahrscheinlich macht, so halten wir die Antoxyproteinsiure 
fiir eine schwefelhaltige Saure. 

Die antoxyproteinsauren Salze von Kalium und Natrium 
sind in Wasser sehr leicht léslich; ihre konzentrierten wasserigen 
Losungen geben beim Vermischen mit konzentriertem Alkohol 
Emulsionen, welche Tropfen eines dicken Sirups absetzen. Das 
Calclum- und Baryumsalz stellen weibe Pulver dar, welche in 
Wasser ebenfalls sehr leicht loslich sind; in absolutem Alkohol 
ist das Barvumsalz sehr schwer, das Calciumsalz etwas leichter 
ldslich: das Baryumsalz fallt aus wiasseriger Losung beim 
Alkoholzusatz in leichten Flocken, welche unter Alkohol nach 
einiger Zeit zu einem schweren, kornigen Pulver sich um- 
wandeln. Die wisserigen Lésungen von Erdalkalisalzen der 


Antoxyproteinsaéure reagieren aikalisch. Aus 
Wasser durch Alkohol fallbar 


Antoxyproteinsaure, 


Schiitteln einer LOsung der freien Saure mit Cadmiumhydroxyd 


erhalten wird. 


beim Vermischen von konzentrierter LOsung eines Alkali- oder 
Erdalkalisalzes dieser Saéure mit einer LOsung von Silbernitrat 
als weiBer, flockiger Niederschlag gefallt, welcher durch Wasser- 
zusatz gelést wird; in Alkohol ist das Silbersalz noch schwieriger 
loslich als das Baryumsalz und wird daher aus wiisseriger 
Losung schon bei einem geringen Alkoholzusatz gefallt. Da 


Das Silbersalz der Antoxyproteinsiiure wird 


welches 


ist 
in 


auch das Cadmiumsalz der 


Wisseriger 


bei der Darstellung des Silbersalzes wegen 


erofen Loslichkeit in Wasser die Fallung mit Alkohol sich 
nicht umgehen laBt, empfiehlt sich, das Silbersalz durch Um- 
setzung von Silbernitrat mit dem Natriumsalz von Antoxy- 
proteinséure darzustellen, weil dieses Salz, wie auch das aus 
der Umsetzung resultierende Natriumnitrat, in verdiinntem Al- 


kohol ziemlich 


das Silbersalz ziemlich lichtbestiandig, im zerstreuten Tageslicht 
wird es erst nach langerem Stehen bréunlich. Die Antoxy- 


leicht 


loslich 


ist. 


Im trockenen Zustand ist 


proteinséure sowie ihre Salze werden mit Quecksilbernitrat 


Da die Methode ihrer 
Darstellung und Reinigung sowohl eine Verunreinigung mit 






























der Lésung in 


Losung durch 


seiner doch zu 
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und Quecksilberacetat gefallt und zwar mit dem letzten Reagens 
sogar aus stark mit Essigsiure angesiuerten Loésungen.  Blei- 
essig fillt die reine Antoxyproteinsaure nicht, obgleich aus der 
Loésung, welche die Koérper der Alloxyproteinsaéuregruppe ent- 
halt, dieselbe in den Bleiniederschlag der letzteren reichlich 
mitgerissen wird. Aus konzentrierten LOsungen wird die Antoxy- 
proteinséure mit Phosphorwolframsaure als ein anfangs flockiger, 
bald aber zu einer klebrigen Masse zusammensinternder Nieder- 
schlag gefillt, welcher jedoch sowohl im UberschuB des Fallungs- 
mittels, wie auch in verdiinnter Schwefelséure und in Wasser 
sich ziemlich leicht lost. Die Antoxyproteinsaure spaltet ihren 
Schwefel oder wenigstens einen Teil desselben leicht beim 
Kochen mit Alkalien ab. Sie ist optisch-aktiv und dreht die 
Ebene der Polarisation ziemlich stark nach rechts. Sie gibt 
keine von den charakteristischen Farbenreaktionen von EiweiS, 
also weder die Biuretreaktion noch die Farbung mit dem 
Millonschen Reagens. Wohl aber stellt die Antoxyproteinsiiure 
jene Verbindung dar, welche die charakteristische Diazoreaktion, 
die karminrote Farbung mit der Diazobenzolsulfosaure bei der 
Ausfiihrung der Probe nach Ehrlich, sowie mit dem Paradiazo- 
acetphenon nach Friedenwald gibt. Diese Reaktion gelang 
naimlich mit wenigen Milligrammen der Salze (Baryum- oder 
Natriumsalze) unserer Saure und wurde bei keinem von den 
vielen von uns dargestellten Praparaten vermibt; so gab die- 
selbe auch und zwar in der gleichen Intensitét jenes Praparat 
des Baryumsalzes, welches mittels der Fallung mit Phosphor- 
wolframsiiure erhalten wurde. Ob die Antoxyproteinsiiure der- 
jenige Korper ist, welcher die in verschiedenen Krankheiten 
beobachtete charakteristische Fairbung des Harns mit den Diazo- 
reagentien gibt, bleibt vorlaiufig dahingestellt. 


II. Oxyproteinsaure. 


Wir haben bereits erwaéhnt, dai nach dem Entfernen 
der Koérper der Alloxyproteinsaéuregruppe durch Fallung mit 
Bleiessig nicht alles, was als Quecksilbersalz fiallbar ist, aus 
dem Filtrat vom Bleiniederschlag aus saurer LOsung mit Queck- 
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silberacetat gefallt wird, dab im Gegenteil nach dem Entfernen 
der in saurer Lisung erzeugten Fiillung bei geniigendem Uber- 
schuB von Quecksilberacetat in der Losung ein fast reichlicherer 
Niederschlag beim Neutralisieren der Lésung mit Natrium- 
carbonat entsteht. Die Erfahrungen, welche wir gemacht hatten 
bei der Darstellung der grofen Zahl von Priiparaten der antoxy- 
proteinsauren Salze, wobei in einzelnen Portionen zu je 100 | 
mehrere hundert Liter normalen Menschenharns verarbeitet 
wurden, haben uns jedoch belehrt, dai die oben beschriebene Me- 
thode der Darstellung der Korper der Oxyproteinsiiuregruppe zwar 
zureinen Praparaten der Antoxyproteinsiiure fiihrt, aber eine ge- 
ringe Ausbeute besonders an dem mit Quecksilberacetat beim 
Neutralisieren fallbaren Korper liefert; es mufte deshalb zur 
Gewinnung dieses Korpers die Methode, welcher wir bei der Dar- 
stellung der Antoxyproteinsaure uns bedient haben, geandert 
werden. Da die Ursache der Verluste darin lag, daf das 
Natriumacetat, welches infolge der Fallung mit Bleiessig in die 
Losung gelangen mubfte, eine vollstiindige Ausfallung der in 
Rede stehenden, mit Quecksilberacetat beim Neutralisieren fill- 
baren Verbindung hindert, so galt es, das Natriumacetat aus 
der Lésung zu entfernen. Bei der Anderung der Methode wurde 
auch eine Vereinfachung derselben erstrebt. Da die Methode 
auch als die geeignetste zur Darstellung der KOrper der Alloxy- 
proteinsiiuregruppe sich erwies, so wird sie hier in ihrem 
ganzen Verlauf beschrieben. 

Der eingeschlagene Weg war der folgende. Der Harn 
wurde direkt in vacuo eingedickt. Zu der Klage vieler Autoren, 
dai infolge der Tendenz des Harns, beim Erwirmen in vacuo 
zu schiumen, es ihnen nicht gelang, grobere Menge Harn durch 
Destillation in vacuo zu konzentrieren, sei hier bemerkt, dab 
der Harn in vacuo sich leicht destillieren laBt, wenn man ihn 
vorher mit einer geringen Menge Alkohol versetzt, die Destillation 
unter fortdauerndem ZuflieBen der zu destillierenden Flissigkeit 
verlaufen laBt und dabei Sorge triigt, dafi der Destillierkolben 
nicht zu viel Fliissigkeit enthalte. Uber tausend Liter Harn 
wurden von uns im Laufe dieser Arbeit auf diese Weise ohne 
Schwierigkeit unter Aufsicht eines Laboratoriumdieners zur 
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Sirupkonsistenz gebracht. Der erhaltene diinne Harnsirup wurde 
bis zum Auftreten einer schwachen Blaufarbung an mit Kongo- 
rot gefiirbten Papierstreifen mit verdiinnter Schwefelsiure und 
darauf mit 11/2 Volumen Alkohol versetzt: von ausgeschiedenen 
Alkalisulfaten wurde filtriert, die alkoholische Losung_ mit 
Wasser verdiinnt und mit Barytwasser gefallt, der barytiiber- 
schuB gleich darauf mit Kohlensiiture zur Ausfallung gebracht 
und die Fliissigkeit dann von dem gesamten Barytniederschlag 
filtriert. Das Filtrat wurde in vacuo bis zur Sirupkonsistenz 
gebracht und nach dem Entfernen eines grofen Teils des 
Natriumchlorids durch Auskristallisieren in der Kalte mit kon- 
zentriertem Alkohol gefallt. Der erhaltene Niederschlag von 
Baryumsalzen wurde nach dem Trocknen im Exsikkator in 
Wasser gelist und die Lésung mit Bleiessig gefallt. Der Blei- 
niederschlag enthielt die Korper der Alloxyproteinsiiuregruppe 
und wurde zur Darstellung derselben verwendet, das Filtrat 
diente zur Darstellung der Antoxyproteinsiure, vor allem aber 
der mit Quecksilberacetat beim Neutralisieren fillbaren Ver- 
bindung; zu dem Zweck mufte aus diesem Filtrat aber vorerst 
nicht nur das Blei, sondern auch die Essigsiure entfernt werden. 
Das Blei wurde mit Natriumearbonat ausgefallt, die Essigsiiure 
konnte nur durch Ather entzogen werden; dies geschah genau 
in der oben beschriebenen Weise, indem das Filtrat von Blei- 
carbonat mit Essigsiure neutralisiert, eingeengt und nach dem 
Entfernen der Alkalimetalle nach der bereits bekannten Methode 
und Verjagen des Alkohols im Schwarzschen Apparate, mit 
Ather extrahiert wurde. Das mit Ather ausgezogene essig- 
siiurefreie Siuregemisch wurde in Baryumsalze umgewandelt, 
welche mittels der Fiillung mit Alkohol schlieBlich im trockenen 
Zustand erhalten wurden. Dieses Praparat von Baryumsalzen, 
welches frei von Natriumacetat war, diente nun zur Fallung 
mit Quecksilberacetat; seine wiisserige L6sung wurde mit Essig- 
siiure leicht angesiiuert und mit einer 20°/oigen LOsung von 
Quecksilberacetat versetzt. Es entstand ein viel reichlicherer 
Niederschlag, als bei der Darstellung der Antoxyproteinsaure 
nach der im ersten Kapitel beschriebenen Methode. Noch 
reichlicher war aber die Fillung, welche durch Neutralisieren 
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des Filtrats erzeugt wurde; es wurden abwechselnd bald die 
Lésung von Quecksilberacetat, bald eine Sodalésung so lange 
zugesetzt, bis ein weifier Niederschlag noch ausfiel. Mit dem 
Erscheinen eines gelben Niederschlags wurde die Fiillung unter- 
brochen. Dieser Niederschlag bestand nun zum grobten Teil 
aus dem Quecksilbersalz einer Siure, welche mit der von einem 
von uns und Gottlieb unter dem Namen Oxyproteinsiure be- 
schriebenen!) als identisch sich erwies. 

Als ein Vorteil der Methode ist aufer der besseren Aus- 
beute an Oxyproteinsiure noch der Umstand zu_ betrachten, 
dai die jetzt erzeugten Quecksilberniederschlage weniger mit 
Chlor verunreinigt waren, als die friiher nach der ersten Methode 
erhaltenen, was die Darstellung von chlorfreien Priparaten des 
Karvumsalzes uns erleichtert hatte. Wir miissen jedoch von 
vornherein bemerken, dafi die Methode nur zur Darstellung 
der Oxyproteinsiiure sich eignet: der Versuch, eine neue Serie 
yon Salzen der Antoxyproteinsaéure nach dieser Methode zur 
Analyse zu bereiten, ist gescheitert an der Schwierigkeit, Antoxy- 
proteinsiure von Oxyproteinsiéiure mittels der Fallung mit Queck- 
silberacetat zu trennen. Das Natriumacetat, welches bei der 
Fiillang mit Quecksilberacetat die Ausbeute an Oxyproteinsiiure 
stark zu schadigen pflegte, hatte sich eben bei der Reindar- 
stellung der Antoxyproteinsdure giinstig erwiesen; bei Abwesen- 
heit von Natriumacetat fiel die Oxyproteinsiiure beim Zusatz 
von Quecksilberacetat schon aus saurer Reaktion reichlich 
nieder. In der Tat, unter diesen Umstiinden erwies sich bei 
lraktionierter Fallung schon die erste Fraktion des Quecksilber- 
niederschlags als mit Oxyproteinséure verunreinigt. 

ks bot dagegen keine Schwierigkeiten, von Antoxyprotein- 
siiure freie Praparate von Salzen der Oxyproteinsiiure darzu- 
stellen. Schon die letzte Fraktion des bei saurer Reaktion 
ausgefallenen Quecksilberniederschlags erwies sich — wie dies 
aus der Elementaranalyse des aus derselben dargestellten Silber- 
saizes sich ergab — als aus mehr oder weniger reinem Queck- 
silbersalz der Oxyproteinsaéure bestehend. Von den letzten 
“puren der Antoxyproteinsaure lieben sich die Salze der Oxy- 
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proteinsaiure durch Umfallen mit Quecksilberacetat befreien und 
zwar indem die ersten Fraktionen jeder Fallung verworfen 
wurden und der Prozef so lange wiederholt wurde, bis die 
Praparate keine Diazoreaktion mehr gaben. Die Diazoreaktion 
lieferte uns namlich ein ausgezeichnetes Mittel zum Nachweis 
einer Verunreinigung eines Salzes der Oxyproteinsiure mit 
Antoxyproteinsaure. Das schlieBlich reine Quecksilbersalz wurde 
mit Schwefelwasserstoff zerlegt, die dadurch freigewordene Siiure 
nach dem Verjagen von Schwefelwasserstoff zum Entfernen de: 
beim Zerlegen von etwa mitausgefalltem basischen Quecksilber- 
acetat entstandenen Essigsiiure mit Ather ausgezogen und dann 
in Baryum- und Silbersalz, und zwar in ahniicher Weise, wie 
dies bei der Darstellung der entsprechenden Salze der Antoxy- 
proteinsiure geschah, umgewandelt. Die Elementaranalyse von 
mehreren Priiparaten dieser Salze, welche in vacuo iiber Schwefel- 
siure bis zum konstanten Gewicht getrocknet wurden, — und 
zwar das Baryumsalz bei 85—90° C., das Silbersalz bei einer 
45° C. nicht ubersteigenden Temperatur — ergab die folgende 
prozentische Zusammensetzung derselben: 


Tabelle III. 








Baryumsalz Silbersalz Z. d. freien Siiure 











| ~ berechnet aus d 
V9 % | Yo | % | Y%o | 0 0 | U/5 
C | 2539] G | — | 21,05) — | 22,74) 21,89] C | 39,62 
H | 3.771 H — | 268) — | 2,74) 271] H | 564 
N | 11,13] N | 10,34) 9,59) 9,69) 10,37. 9,99 | 18,08 
S | 078] S | 065} — | — | 059] os2| s | 1,12 
Ba | 30,70] Ag | 45,60) 44.86) 45,77) 4448) 45171 O | 35,54 


Daf wir ein chemisches Individuum vor uns hatten, welches, 
wenn Uberhaupt, dann nur in geringem Grade verunreinigt sein 
konnte, geht besonders aus den Analysen der Priiparate A, 5 
und C hervor, welche aus aufeinander folgenden Fraktionen 
der Quecksilberfallung erhalten wurden, und daB hier in der 
Tat die von einem von uns und Gottlieb gefundene Oxy- 
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proteinsdure vorlag, ergibt sich aus dem Vergleich der vor- 
liegenden analytischen Daten mit denjenigen von Bondzynski 
und Gottlieb von selbst. Diese Autoren haben folgende Zahlen 
bei der Analyse ihres oxyproteinsauren Baryums gefunden: 

G 27,5%o, H 3,9%o, N 10,64%o, S 1,7°%o, Ba 29,76 %o. 

Der Vergleich weist nimlich im allgemeinen eine gute 
(bereinstimmung in der prozentischen elementaren Zusammen- 
setzung und eine erhebliche Differenz nur im Schwefelgehalte 
auf, welcher von uns jetzt niedriger gefunden wurde, was wir 
mit dem Ersatz des friher zur Fillung angewandten Queck- 
silbernitrats mit Quecksilberacetat, wodurch eine etwaige Oxy- 
dation mit Salpetersiiure vermieden und die Reindarstellung der 
Oxyproteinsiiure erleichtert wurde, erkliren: in Ubereinstimmung 
damit befindet sich die Beobachtung, dafi das von uns jetzt 
erhaltene oxyproteinsaure Baryum beim Kochen mit Kalilauge 
aun dem Schwiarzen von Bleihydroxyd die Abspaltung von 
Schwefel beobachten lel, was die friiher erhaltenen Priparate 
nicht taten. 

Auch die Eigenschaften der von uns erhaltenen Siiure 
-timmten mit jenen, mit welchen bondzynski und Gottlieb 
die Oxyproteinsiure gekennzeichnet hatten, vollstandig tiberein: 
die Siiure gab weder die Xanthoproteinsiurereaktion noch die 
biuretprobe, jedoch eine schwache Chamoisfarbung mit dem 
Millonschen Reagens. Sie gab auch nicht die Diazoreaktion: 
unsere diesbeziigliche friihere!) positive Angabe ist niimlich auf 
Antoxyproteinséure zu tibertragen: als die Antoxyproteinsiiure 
noch nicht gekannt war, wurde begreiflicherweise eine schwefel- 
und stieckstoffhaltige Saure, welche im Filtrate vom Bleinieder- 
schlag durch Quecksilberacetat gefallt wurde, fiir Oxyprotein- 
sdure gehalten. Das negative Verhalten der Oxyproteinsaure 
gegeniiber der Diazoreaktion Ehrlichs gestattete, diese Saure 
von der Antoxyproteinsaure, fiir welche diese Reaktion charak- 
leristisch ist, leicht zu unterscheiden; ebenfalls gab die Oxy- 
proteinsdure keine Fallung mit Phosphorwolframsaure, und zwar 
auch in konzentrierten Lésungen nicht. Die Alkalisalze der 
Uxvproteinsiure sind in Wasser zerflieBblich: da sie auch in 
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Alkohol nicht schwer loslich sind und aus_ konzentrierten 
wiisserigen LOsungen nur sehr unvollstandig und nur in schwer 
sich absetzenden Trépfchen von Sirupkonsistenz gefallt werden, 
so wurde auf ihre Darstellung und Analyse verzichtet. 
Calcium- und Baryumsalz der Oxyproteinsaure sind in 
Wasser ebenfalls zerflieBlich, aber schwer léslich in Alkohol, ob- 
gleich leichter als die entsprechenden Salze der Antoxyprotein- 
siiure; aus konzentrierten LOsungen werden dieselben jedoch 
durch Alkohol gefallt, obzwar weniger vollstiindig als die Erd- 
alkalisalze der Antoxyproteinsaiure; das baryumsalz wird aus 
seiner wdsserigen Loésung durch Alkoholzusatz teils in weiben 
Flocken, teils in Form einer ziihen Masse gefallt, welche beim 
Aufbewahren unter Alkohol bald hart wird. Das oxyprotein- 
saure Baryum, welches stets als rein weibes Pulver erhalten 
wurde, ist so hygroskopisch, dafi, wenn es nach der Ausfallung 
mit Alkohol und Auswaschen mit Ather nicht sofort vom Filter 
in den Exsikkator gebracht wurde, am Filterrande bald zu 
Tropfchen einer ziihen Masse sich umwandelte. Von den Salzen 
der schweren Metalle laBt sich ebenso leicht wie das Baryum- 
salz das Cadmiumsalz der Oxyproteinsaéure, und zwar durch 
Schiitteln der aus Baryumsalz durch vorsichtige Ausfallung des 
Baryums mit Schwefelsiiure in Freiheit gesetzten Saure mit 
frisch gefiilltem Cadmiumhydroxyd darstellen und wird dasselbe 
auch in zur Analyse geeignetem Zustand aus seiner wisserigeti 
Losung mit Alkohol ausgefillt: der Mangel an Material ge- 
stattete uns aber vorliiufig nicht, das Salz in gréferer Menge 
zu bereiten. Aufer dem Baryumsalz, welches iibrigens bereits 
von Bondzynski und Gottlieb genau beschrieben und analy- 
siert wurde, haben wir noch das Silbersalz der Oxyprotein- 
siiure in analysenreinem Zustand erhalten; dasselbe lieb sich 
in derselben Weise wie das betreffende Salz der Antoxyprotein- 
siiure, niimlich durch Umsetzung einer LOsung des oxyprotein- 
sauren Natriums mit einer alkoholischen LOsung von Silber- 
nitrat bereiten. Das oxyproteinsaure Silber ist jedoch vie! 
leichter lislich, sowohl in Wasser wie in Alkohol, als das 
antoxyproteinsaure — so da seine Darstellung, falls die Fiallung 
in einer nicht zu stark alkoholischen LOsung vorgenommen 
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wird, mit groBen Verlusten an Material verbunden ist: das 
oxyproteinsaure Silber ist auch weniger lichtbestiindig und auch 
gegeniber hdheren Warmegraden etwas mehr empfindlich als 
das antoxyproteinsaure Silber. Die Lésungen der oxyprotein- 
sauren Salze sind optisch inaktiv. 

Die Unterschiede zwischen Oxyproteinséure und Antoxy- 
proteinsdure treten nicht nur in den physikalischen Eigen- 
schaften und im chemischen Verhalten der Salze beider Sauren, 
sondern auch, und namlich in héherem Grade, in ihrer Zu- 
sammensetzung auf. Die Oxyproteinsiure ist etwas schwefel- 
reicher, dagegen &rmer an Kohlenstoff und Stickstoff als die 
Antoxyproteinsdure und dementsprechend reicher an Sauerstoft. 
Trotz der nicht unbedeutenden Unterschiede in der Zusammen- 
setzung scheinen die beiden Séuren einander nahe verwandt 
zu sein: dafiir spricht eine im groBen und ganzen bestehende 
Ahnlichkeit ihrer Salze. Die Oxyproteinsiure ist offenbar eine 
hoher oxydierte Verbindung, eine weitere Oxydationsstufe oder 
ein weiteres Produkt des Abbaues des Eiweifmolekiils als die 
Antoxyproteinsiiure. 


Anm. Wir kénnen das Kapitel tiber die Oxyproteinsiure nicht ab- 
schlhiefhen, ohne iber die Notiz von Herrn Toepfer uns zu aufern, welche 
einige Monate nach dem Erscheinen der Abhandlung von Bondzynski 
und Gottlieb ttber die Oxyproteinséure im Zentralblatt f. mediz. Wissen- 
schaft, Jg. 1897, in derselben Zeitschrift (Zentralbl. f. d. med. Wissensch., 
Jg. 1897, Nr. 41) unter dem Titel: «Zur Kenntnis des unter dem Namen 
Oxyproteinsiure beschriebenen Harnbestandteils», verdffentlicht wurde. 
Wir tun dies nur deshalb, weil eine Bemerkung von O. Hammarsten 
in seinem Lehrbuch der physiologischen Chemie (5. Auflage, S. 530), 
Herr Toepfer habe vor dem Befund der Oxyproteinsiure auf die Existenz 
einer &4hnlichen Verbindung im Harn hingewiesen, geeignet ist, den Leser 
uber den wirklichen Sachverhalt irre zu fiihren. Hammarsten hatte 
offenbar nur den oben erwdéhaten Aufsatz von Herrn Toepfer gekannt, 
worin der Herr seine Priorititsanspriiche geltend macht, indem er eine 
Verbindung beschreibt, weiche er als Bestandteil des Menschenharns 
angeblich bereits frihher nachgewiesen hatte, deren Eigenschaften mit 
denen der Oxyproteinsdure identisch sein sollten; da hier auf eine in 
der Wiener klinischen Wochenschrift im Jahre 1892 itiber dieses Thema 
verOffentlichte Abhandlung verwiesen wird, so bekommt der Leser den 
Findruck, Herr Toepfer habe in der Tat damals, wenn nicht Oxy- 
proteinsdiure, dann vielleicht einen der Oxyproteinsdure ahnlichen Korper 
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III. Alloxyproteinsaure. 


Als Ausgangsmaterial zur Darstellung der Alloxyprotein- 
siure dienten die Bleiniederschliige, welche bei der Gewinnung 
von Antoxyproteinsiure, sowie von Oxyproteinséiure von dem 
diese Siiuren enthaltenden Filtrate getrennt wurden. Da wir 
beobachtet hatten, da dieser Niederschlag beim Ausfallen nicht 
unbedeutende Mengen von jenen in reinen Losungen mit Blei- 
essig nicht fiillbaren Siiuren mitzureiben pflegte, so mubften 
zuniichst diese Siiuren aus dem Bleiniederschlage entfernt werden. 
Wir glaubten anfangs dies leicht erreichen zu konnen durch 
mehrmalige Umfillung mit Bleiessig der aus dem _ bleinieder- 
schlag in Freiheit gesetzten Siiure, die Methode erwies sich jedoch 
als unbrauchbar, weil die Sauren auf diese Weise sich nicht 
trennen lieBen und weil dabei eine betrachtliche Menge der zu 
gewinnenden Siiure, infolge einer gewissen Loslichkeit des blei- 
niederschlags im Wasser, sowie im Uberschu8 des Fiillungs- 
mittels, in Verlust ging. Die Entfernung der Sauren der Oxy- 
proteinsiiuregruppe wurde daher auf der fraktionierten Zerlegung 
des Bleiniedersehlags mit Oxalsiiure begriindet: die Oxalsiure 
zerlegt nimlich in einem Gemisch der Bleisalze der uns_ hier 
interessierenden Siiuren zuerst die bleisalze der Siuren der 


in Hiinden gehabt. Nun dies ist nicht im geringsten der Fall. Wir 
legen beiseite die Frage, ob der von Herrn Toepfer im Jahre 1897 
beschriebene Kérper wirklich Oxyproteinsiure war — der Mangel an 
Elementaranalyse dieses Koérpers und das diirftige vom Verfasser ge- 
lieferte Beobachtungsmaterial lassen eine solche Entscheidung nicht 
zu —: wir wollen nur feststellen, daf§ vor dem Erscheinen der Arbeit 
von Bondzynski und Gottlieb von Herrn Toepfer kein Wort iiber 
einen aébnlichen Befund laut wurde. Hammarsten hatte offenbar Herrn 
Toepfer auf die Versicherung geglaubt und jene Abhandlung des ge- 
nannten Autors aus dem Jahre 1892 nicht gelesen. Wir fordern ihn 
auf, dies nachtriiglich zu tun; wir hoffen, er wird wie wir mit Erstaunen 
erfahren, dafs diese Arbeit keine Vermutung iiber die Existenz im Harn 
einer der Oxyproteinsiure fhnlichen Verbindung enthilt. Die Bestim- 
mungen vom Gesamtstickstoff im Harn, sowie Harnstoff, Harnsiure und 
Ammoniak, wie dieselben von Herrn Toepfer in der genannten Ab- 
handlung mitgeteilt wurden, berechtigen ja nicht einmal zu Vermutungen 
liber die Ausscheidung von unbekannten Koérpern im Harn. 
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Oxvproteinsauregruppe. Der Bleiniederschlag wurde daher nach 
dem Auswaschen — wobei, um mit geringer Menge Wasser 
eine ergiebige Reinigung zu erzielen, ein Riihrwerk benutzt 
wurde — in zwei nach einander folgenden Operationen anfangs 
mit einer sehr verdiinnten LoOsung von QOxalsiiure, schlieBlich 
mit einem Uberschuf dieser Siiure und zwar ebenfalls unter 
stetem Umrthren zerlegt. Die bei diesen Zerlegungsprozessen 
erhaltenen Filtrate wurden durch Binden der freien Siiure mittels 
Kalkhydrat, Entfernen des Kalkiiberschusses mit Kohlensiiure, 
EKinengen bei gelinder Wirme in vacuo und Fiillen mit Alkohol 
auf Calciumsalz der in Rede stehenden Siiure verarbeitet. Wahrend 
die erste geringere Fraktion eine intensive Diazoreaktion gab 
und offenbar stark mit Antoxyproteinsiure verunreinigt war 
oder zuweilen sogar, wie dies aus der Elementaranalyse (Ba- 
ryum- und Stickstoffbestimmung) sich ergab, aus antoxyprotein- 
saurem Calcium resp. Baryum bestand, enthielten die zweiten 
sroperen Fraktionen nach einer Umfiillung mit Alkohol und 
Ausziehen mit Alkohol, eventuell in einem Soxhletschen Appa- 
rate, nur Calciumsalze von mit Bleiessig fillbaren Verbindungen. 
Die Priiparate waren frei von Chlor, sowie auch von Harnsiiure, 
yon Alloxurbasen, von Kreatinin resp. Kreatin und von Hippur- 
siiure, waren jedoch noch mit Inosit, Mannit!), sowie mit Kohlen- 
hvdraten von unbekannter Natur, welche niher nicht untersucht 
wurden, verunreinigt. Durch Zerlegen mit Oxalsiure, Filtrieren 
von oxalsaurem Calcium, Ausfallen des Oxalsiiuretiberschusses 
mit Barythydrat, Entfernen des bBarytiiberschusses mit Kohlen- 
siure und Fallen des schlieblich eingeengten Filtrates mit 
konzentriertem Alkohol wurde das Calciumsalz in Baryumsalz 
umgewandelt. 

Auf diese Weise wurden aus verschiedenen Bleinieder- 
schligen drei Praiparate des Baryvumsalzes erhalten. Es waren 
nimlich die folgenden Fragen, von welchen wir bei der Dar- 
stellung dieser Praparate geleitet wurden. 1. Wir wollten zu- 
nichst erfahren, wie sich der Schwefelgehalt verhalten wird in 
solchen Praéparaten von Baryum- resp. Silbersalzen, bei deren 


' S. St. Dombrowski, Arch. polon. d. sciences biol. 1903. 
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Darstellung Schwefelwasserstoff nicht angewandt wurde; sowie 
ferner 2. — da Bondzynski und Panek in ihrer betref- 
fenden Abhandlung die Annahme offen lieben, da8 die von ihnen 
erhaltene Alloxyproteinsaiure mit irgend einem dieser Saure nahe 
verwandtem Korper verunreinigt sein konnte — auch versucht, 
durch fraktionierte Fillung Auskunft iiber die einheitliche Natur 
der mit Bleiessig fillbaren Saéure zu erlangen. Als Fallungs- 
mittel wurde einerseits Alkohol, anderseits Quecksilberacetat 
gebraucht. 

Von den drei dargestellten Praparaten vom Baryumsalze 
wurden nun zwei der fraktionierten Fiéllung mit Alkohol unter- 
worfen; aus jedem von diesen Priaparaten, welche wir mit A 
und B bezeichnen, wurden 2 Fraktionen erhalten, welche nun 
nach der bei Antoxyproteinsiure beschriebenen Methode tber 
Natriumsalz in Priiparate des Silbersalzes umgewandelt wurden, 
so da schlieblich 4 Fraktionen von Silbersalz dargestellt 
wurden, welche wir mit A, und A,, B, und B, bezeichnen, von 
denen jedoch nur 3 in zur Analyse geniigender Menge zur Ver- 
fiigung standen. 


Tabelle IV. 














Silbersalz Baryumsalz 

Priip. A, | A, | a. | A, 

0], On lo “fo 
N | 597 7,12 7,64 N 7.14 
S | 1,62 1,74 1,60 S 1,81 
Ag | 4467 | 45,07 43,32 Ba 31,47 


Die Elementaranalysen dieser Priiparate ergaben zwar mit 
Bestimmtheit, dai die unter vollkommenem Ausschluf von 
Schwefelwasserstoff bereiteten Salze doch schwefelhaltig sind, 
lieBen jedoch kein entscheidendes Urteil iiber die einheitliche 
Zusammensetzung des Silbersalzes fallen, obgleich sie jedoch 
eher fiir diese Annahme als gegen dieselbe sprachen. So naherte 
sich z. B. die Mehrzahl der bei den Analysen erhaltenen Prozent- 
zahlen ziemlich denjenigen, welche von Bondzynski und Panek 
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bei ihren Analysen erhalten worden waren: die Schwefelbe- 
stimmungen ergaben zwar geringeren Prozentgehalt gegeniiber 
jenen von den genannten Autoren fiir den Schwefelgehalt ge- 
fundenen Werten, jedoch stimmten wiederum eben diese Pro- 
zentzahlen unter einander sehr gut iiberein. Diese gewissermaben 
giinstigen Ergebnisse, welche beziiglich der Frage der Einheit- 
lichkeit des erhaltenen Salzes bei der Fallung mit Alkohol er- 
halten wurden, hatten sich jedoch als triigerisch erwiesen. 

Die fraktionierte Fiillung mit Quecksilberacetat ergab ge- 
rade das Gegenteil davon. Zu dieser Fiillung diente das dritte 
Priiparat (C) des aus dem Bleiniederschlag erhaltenen Baryum- 
salzes. Dieses Priiparat, welches ebenso wie die anderen in 
trockenem Zustand etwas briunlich gefarbt war, wurde in 
Wasser gelost. Seine konzentrierte Losung war braun. Sie 
wurde in 4 Quecksilberfraktionen zergliedert, von denen die 
erste schmutzig braun gefarbt, die letzte von schneeweiber 
Farbe war. Diese Quecksilberfraktionen boten nun eine Skala 
sowohl von Farbeniibergingen wie von allmiihlichem Wechsel 
in der Zusammensetzung. 


Tabelle V.  Praparat C. 














Fraktionen 1 2 3 4 
N | 6.52 | 5,90 | 5,05 | 5,11 
Ss | 473 | 417 | O78 | 054 
Hg | 4460 | 4995 | 53.55; 53,71 | 59,32 


| | 


Die Elementaranalysen ergaben niimlich ein allmiahliches 
Steigen der Quecksilbergehalte von der 1. bis zur 4. Fraktion, 
welchem ein allmiihliches Sinken des Stickstoffgehaltes und, was 
besonders auffiel, des Schwefelgehaltes parallel ging. Da die 
am starksten gefiirbte Fraktion zugleich die stickstoff- und 
schwefelreichste war, so hatten wir an die Méglichkeit gedacht, 
dah unsere Siiure mit einem sehr schwefelreichen, braunen 
Farbstoff verunreinigt sein kénnte und da8 durch Entfiairben mit 
Tierkohle man vielleicht zu farblosen Verbindungen von ein- 
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heitlicher Zusammensetzung gelangen kénnte. Es wurden deshalb 
160 | Harn in der oben beschriebenen Weise auf Baryumsalze 
der Sauren der Alloxyproteinséiuregruppe verarbeitet; es wurden 
35 g dieser Baryumsalze erhalten. Es gelang wirklich, die stark 
braun gefairbte Losung dieses Priiparates mit Tierkohle zu ent- 
fiirben. Nach dem Einengen des entfiarbten Filtrates und Fallen 
mit konzentriertem Alkohol wurde das Baryumsalz als vollkommen 
weibes Pulver zuriickgewonnen, jedoch nur zum geringen Teil 
(3 g), indem der bei weitem gribere Teil von der Tierkohle 
aus der Losung offenbar adsorbiert wurde. Ein Teil von diesem 
Baryumsalz wurde nach dem Auflosen in Wasser durch Fiillung 
mit Quecksilberacetat in Quecksilbersalz, ein andrer in Silber- 
salz umgewandelt. So wurden nun auf diese Weise in der 
Tat farblose Praparate dieser Salze erhalten, deren Analyse 
auch erwiesen hatte, dal sie schwefelarmer waren als die 
gefarbten. 

Quecksilbersalz Silbersalz 

S — 0,84 %/o S —— 1,13 %/o 

Der Bleiniederschlag enthielt also nicht bloB eine einzige 
Siiure, welche mit Quecksilberacetat fallbar war, es waren darin 
mindestens zwei verwandte Verbindungen von verschiedener 
Zusammensetzung enthalten; dureh fraktionierte Fallung mit 
Alkohol lieben dieselben sich von einander nicht trennen, ihre 
Trennung mufte daher auf dem Wege der fraktionierten Fiallung 
mit Quecksilberacetat versucht werden. 

Da bei der Umwandlung der Quecksilberverbindungen in 
Baryum- und Silbersalze das Zerlegen mit Schwefelwasserstol! 
nicht umgangen werden konnte, so mufte der Wichtigkeit der 
Frage des Schwefelgehaltes unserer Verbindungen halber zu- 
niichst aufgekliirt werden, ob bei der Zerlegung der Queck- 
silbersalze mit Schwefelwasserstoff dieses Gas nun wirklich 
unseren Siiuren gegeniiber ganz indifferent sich verhalt. Dab der 
Schwefel ein Bestandteil der Alloxyproteinsiure ist, wurde schon 
friiher+) festgestellt und ist neulich von uns _ bestiitigt worden: 
es war aber noch zu erfahren, ob die Behandlung mit Schwetel- 


') Bondzynski und Panek, l. c. 
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wasserstoff doch nicht etwa den Schwefelgehalt unserer Siiuren 
erhOhe. Da das Verhalten der starkst gefiirbten Quecksilber- 
fillungen bei dem Zerlegen mit Schwefelwasserstoff zu solehen 
Zweiteln besonders Anlafi gab, so haben wir unsere Versuche 
an der am starksten gefarbten (1.) Fraktion der Quecksilber- 
fillung ausgefiihrt; ein Teil dieser Fraktion wurde niimlich nach 
dem Aufschwemmen in Wasser mit Schwefelwasserstoff zerlegt : 
das Filtrat vom Quecksilbersulfid wurde in zwei Hilften geteilt, 
welche nach dem Vertreiben von Schwefelwasserstoff und zwar 
in einem Fall mittels Durchsaugen von Luft, im andern durch 
Erwiirmen in vacuo im Kohlensiurestrom, sowie nach dem 
Neutralisieren mit Natronlauge mit Quecksilberacetat gefiillt 
wurden; die erhaltenen Quecksilberfillungen : 
la 1p 
S — 1,49 °%/o 1,52 °/o 

wiesen nun einen gleichen Schwefelgehalt auf, welcher nicht 
nur nicht hdher, sondern geringer gefunden wurde, als der 
Schwefelgehalt des Ausgangsmaterials (1,74°/o 5S). Wie man 
nun diese geringe Abnahme des Schwefelgehaltes sich erkliiren 
mag — wir sind geneigt, dieselbe einem Mitreiben der schwefel- 
reicheren, farbigen Verbindung durch den Niederschlag von 
(uecksilbersulfid zuzuschreiben —,eineAnreicherung des Sch wefel- 
gehaltes dieser Siiuren infolge der Zerlegung ihrer Quecksilber- 
salze mit Schwefelwasserstoff war nicht zu befiirchten, Queck- 
silberacetat konnte getrost zur Trennung der Siuren angewandt 
werden, 

Es wurden 32 g eines aus dem Bleiniederschlag nach der 
oben beschriebenen Methode dargestellten Praparates des Baryum- 
salzes zu einer fraktionierten Fiallung mit Quecksilberacetat an- 
gewandt: die braungefiirbte Lésung des Baryumsalzes wurde 
nimlich nach dem Ausfalien von Baryum mit Natriumcarbonat 
und schwachem Ansiiuern mit Essigséure in 3 Fraktionen zer- 
gliedert. Da wir uns die Aufgabe gestellt hatten, insbesondere 
die Zusammensetzung von ganz farblosen Fraktionen zu er- 
lorschen, so wurde zur Darstellung der ersten Fraktion so 
‘ange mit Quecksilberacetat gefiilt, bis nach dem Absetzen des 
(uecksilberniederschlags die dariiber stehende Flissigkeit ganz 
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wasserklar wurde. Aus diesem farblosen Filtrat von der ersten 
Fraktion wurden nun noch zwei Fraktionen erhalten und zwar 
eine Fraktion Nr. 2 durch vollstaéndiges Ausfallen mit einem 
UberschuB von Quecksilberacetat aus saurer Lisung und eine 
dritte Fraktion (Nr. 3) durch Neutralisieren des Filtrates von 
der zweiten Fraktion mit einer Loésung von Natriumcarbonat. 
Diese Fraktionen von Quecksilbersalzen wurden in Baryumsalze 
und diese wiederum iiber Natriumsalze in Silbersalze_ tiber- 
gefiihrt: es wurden in dieser Weise 3 Priaparate des Silbersalzes 
sowie auberdem aus der Quecksilberfraktion Nr. 2 auch ein 
Baryumsalz bereitet. Die Elementaranalysen dieser Salze, deren 
Resultate wir in der folgenden Zusammenstellung wiedergeben, 


Tabelle VI. 











Silbersalz Baryumsalz 

Fraktionen | 2 | 3 2 
0/, | v 0 | O19 0/5 

C 24.76 | 22.93: 22.16. 22.17 C ie 

H 273 | 2.68: 2.68 | 2.66 H 
N 8.07 | 613; 6,02) 548; 556 | N 7,13 
S 2.67 iss | 1,03 Ss 1.34 
Ag 42.52 47,28 | 47,21 Ba 35,23 
| | 


ergaben nun in der Tat Unterschiede in der Zusammensetzung 
zwischen dem Silbersalze, welches aus der briiunlich gefarbten 
(1.) Quecksilberfraktion bereitet wurde und den Silbersalzen aus 
den farblosen Quecksilberfraktionen (2, 3), und zwar trat hier 
wiederum mit einer grofen Deutlichkeit die bereits beobachtete 
Erscheinung auf, dafi die farbigen Préparate stickstoff- und 
schwefelreicher waren als die farblosen, sowie ferner auch, dab die 
farblosen Priiparate, welche die zwei letzten Fraktionen bildeten, 
unter einander eine grofe Ahnlichkeit in der Zusammensetzung 
aufwiesen. Die Vermutung, dafi in dem Silbersalze, welches 
aus den letzten farblosen Fraktionen gewonnen wurde, ein in 
der Hauptmasse einheitlicher Koérper vorlag, gewann noch an 
Wahrscheinlichkeit, als bei der Analyse eines anderen Priapa- 
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rates des Silbersalzes, welches ebenfalls aus der schneeweifen 
Fraktion der Quecksilberfillung bereitet worden war und zwar 
einer solchen, welche beim Fraktionieren mit Quecksilberacetat 
zu allerletzt, d. h. erst beim Neutralisieren mit Soda ausfiel, 
ein iihnliches Resultat erhalten wurde: 
Fraktion 4. 
C 21,55°jo, H 2.53%, N 4,96 Jo, S 0,66 %o, Ag 48,35 %o. 

Wir werden im folgenden berichten, dafi dieses Silbersalz 
nach einer weiteren Reinigung eine dem alloxyproteinsauren 
Silber iihnliche Zusammensetzung hatte; wir werden deshalb 
fiir die in den letzten weiBen Quecksilberfraktionen ausfallende 
Siure den Namen «Alloxyproteinsiiure» behalten. 

Das so dargestellte alloxyproteinsaure Silber war, trotz 
seiner weiBen Farbe und trotz der gewissen Ubereinstim- 
mung der Zusammensetzung von einzelnen Priiparaten, doch 
noch nicht rein. Als wir niimlich die nach dem Neutralisieren 
ausgefallte Fraktion des Quecksilbersalzes mit Schwefelwasser- 
stoff zerlegt hatten und die in Freiheit gesetzte Siure 
behufs Entfernung der etwa noch verunreinigenden Essigsiiure 
mit Ather auszogen, iiberging in den Atherextrakt eine schwefel- 
frele, jedoch stickstoffhaltige Saure, oder eigentlich im Plural 
Sauren — denn aus einer vorlaufigen Untersuchung labt sich 
schlieBen, daB dieser Atherextrakt mehrere Verbindungen ent- 
hielt —, deren wiisserige LOsung nicht nur in Alkohol unlés- 
liches Baryumsalz sowie auch Niederschlige mit Bleiessig und 
(uecksilberacetat gab, sondern dem Silbernitrat gegeniiber 
ahnlich wie Alloxyproteinsaure sich verhielt. Diese atherlésliche 
Sdure verunreinigte alle von uns dargestellten Priiparate des 
Silbersalzes der Alloxyproteinsaéure, sowohl die aus den ersten 
braun gefarbten Quecksilberfraktionen wie die farbstofffreien 
sowie auch die friiher von Bondzynski und Panek erhal- 
tenen — diese letzteren jedoch in geringerem Grade, wahr- 
scheinlich weil zu ihrer Darstellung die Baryumsalze behufs 
Trennung von Farbstoff mehreremal mit Alkohol umgefiallt wur- 
den. Dieser Atherextrakt war offenbar stickstoffirmer als die 
in Ather unléslichen Siuren: da er auch schwefelfrei war, so 
ist begreiflich, daf das Ausziehen mit Ather zu stickstoff- und 
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schwefelreicheren Priparaten gefiihrt hatte. In der Tat, es trat 
dies deutlich zutage, als wir die in der Tabelle mit Nr. 1 be- 
zeichnete Fraktion des Silbersalzes, welche in groberer Menge 
uns vorlag, mit Ather ausgezogen hatten; das nach dem Neu- 
tralisieren der Siiture mit verdiinnter Natronlauge und Umsetzung 
des gebildeten Natriumsalzes mit Silbernitrat erhaltene Silber- 
salz der in Ather unlislichen Siiure ergab nun: 


Silbersalz. 


Fraktion la Fraktion 1 
nach dem Ausziehen der Siure vor dem Ausziehen der Sur 
mit Ather mit Ather 
N 8.78%o 8,07 °/o 
S 3,38 %o 2.67 Jo 


Die mit Bleiessig fallbaren stickstoff- und schwefelhaltigen 
Siiuren muften daher, bevor irgend ein Versuch zu_ ihrer 
Trennung und Reindarstellung zu unternehmen sich empfah, 
vorerst mit Ather ausgezogen werden. Der Extraktion mii 
Ather haben wir anfangs: die aus dem Gemenge von Baryum- 
salzen der Siituren der Alloxyproteinsauregruppe durch vorsichtigen 
Zusatz von Schwefelsiiure in Freiheit gesetzte Siiure unter- 
worfen. Es erwies sich jedoch spater als opportun, die Ex- 
traktion mit Ather vor die Fiillung mit Bleiessig in die Methode 
der Darstellung der Korper der Oxyproteinsaure- und Alloxy- 
proteinsiiuregruppe einzuschalten und zwar in dem Augenblick, 
als behufs Umwandlung der etwa im Harn vorhandenen Alkali- 
salze dieser Siiuren in die Erdalkalisalze der diinne Harnsirup, 
wie das schon im Kapitel Il tiber die Oxyproteinséure — be- 
schrieben worden war, mit verdiinnter Schwefelséiure versetz! 
wurde. Die Atherextraktion wurde niimlich mit der von den 
Alkalisulfaten filtrierten LOsung ausgeftihrt, nachdem der Alkoho! 
aus derselben durch Verdunsten bei 35° C. in vacuo. verjag! 
wurde. Die Extraktion geschah im Schwartzschen Apparate 
und dauerte, je nach der Menge der zu extrahierenden F'liissig- 
keit, 1—2 Wochen. 

Der Niederschlag, welcher in diesem Fall bei dem Ver- 
arbeiten des Harns durch Bleiessig erzeugt wurde, enthielt nur 
die Bleisalze der sehwefelhaltigen Siuren und war frei von 
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Bleisalzen der verunreinigenden iitherloslichen Siuren. Zur 
Reindarstellung der Alloxyproteinsiure wurde nun mit dem 
Bleiniederschlag genau in der oben beschriebenen Weise ver- 
fahren, indem die Bleisalze der Saéuren der Alloxyproteinsiiure- 
sruppe in Calcium- resp. Baryumsalze umgewandelt wurden 
und die Alloxyproteinsiure aus denselben durch fraktionierte 
Fiillung mit Quecksilberacetat gewonnen wurde. Es dienten 
niimlich zu ihrer Darstellung auch in diesem Fall nur die voll- 
kommen weifen Fraktionen des Quecksilberniederschlags, welche 
nach dem Entfernen der ersten reichlichen dunkel gefarbten 
Fraktion beim weiteren Zusatz von Quecksilberacetat aus dem 
farblosen Filtrate und zwar bald noch bei saurer Reaktion 
der L6ésung, bald unter Neutralisieren ausfielen. Aus einer 
erOheren Zahl von solchen Quecksilberfiillungen, welche in 
mehreren Versuchen erhalten worden waren, wurde nun ein 
Priparat des Baryumsalzes, sowie mehrere Priiparate des 
Silbersalzes dargestellt, welche auch der Analyse unterworfen 
wurden. 


Tabelle VII. 











Baryvumsalz Silbersalz Z. d. freien Séure 
berechnet aus d. 
9 , Mittel-} mittl. Z. d. Silber- 
1 2 3 { 
zahlen salzes 
v0 0 0 0 °/o 0 ) Vv 0 0 ) %/0 
( 23.591 C | 23.14: 23.52 — 23.33 C 41.33 
H S311 H 2 83 2.81 — — — 2 82 H 5,70 
N 7 SOT N 7,02 7.80 7,64 1.09 N 13.55 
» 13315 1,13 1.36 — 1.24 S 2.19 
Ba 35,38] Ag 43,76 445? 43.32'44.25 43.96 () 37,23 











Durch die erhaltenen analytischen Daten wird nur der 
von Bondzynski und Panek gefundene hohe Schwefel- 
gehalt der Alloxyproteinséuren, welcher iibrigens mit allem 
Vorbehalt angegeben wurde und auch die Veranlassung zur 
Wiederaufnahme der Untersuchung der Alloxyproteinsiiure gab, 
richtig gestellt; derselbe wurde von uns jetzt niedriger ge- 
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funden.!) Die Ubereinstimmung der erhaltenen Zahlen, welche. 
heilaufig bemerkt, von den friher fiir die Salze der Alloxy- 
proteinsiure von Bondzynski und Panek ermittelten, die 
fiir den Schwefelgehalt ausgenommen, nur wenig differieren, 
spricht deutlich fiir die Einheitlichkeit unserer Saure. 

Auch die Eigenschaften der auf die beschriebene Weise 
rein dargestellten Salze der Alloxyproteinsiure wiesen eine 
Ubereinstimmung auf mit den Angaben von Bondzynski und 
Panek uber ihre alloxyproteinsauren Salze. Wir haben dahe: 
zu der Beschreibung dieser Salze, welche von den genannten 
Autoren geliefert wurde, nur noch hinzuzufiigen, daB die alloxy- 
proteinsauren Salze nicht nur von oxyproteinsauren, sondern 
auch von antoxyproteinsauren Salzen durch ihre geringere 
Loslichkeit in Alkohol sich unterscheiden, ferner, da die 
Losung des Baryumsalzes optisch inaktiv ist und da sie mit 
Kisenehlorid nicht gefallt wird. Die freie Alloxyproteinsiure 
ist sowohl in Wasser, wie in konzentriertem Alkohol leicht 
lislich und wird aus der Lisung in Alkohol auch mit Ather 
nicht gefiillt. 


IV. Eine stickstoff- und schwefelhaltige Saure von den Eigenschaften 
des Harnfarbstoffs (Urochrom). 


Mit der Darstellung der Alloxyproteinsaéure resp. ihrer 
Salze wurde jedoch die Zusammensetzung blof eines Teils des 
aus dem Harn erhaltenen Bleiniederschlages aufgeklért und zwar 
nur der schwefeliirmeren Siiure, welche bei der Fallung mit 
Muecksilberacetat die letzten weiben Quecksilberfraktionen 
bildete. Es galt nun, den schwefelreicheren Korper zu erforschen, 
welcher in den ersten braungefirbten Fraktionen des Queck- 
silberniederschlags ausfiel. Da der Schwefelgehalt sowohl des 
Quecksilber- wie des Silbersalzes mit der Intensitiét ihrer 


') Die friiher gefundenen sicher zu hohen Zahlen fiir den Schwefe!- 
gehalt k6nnen wir uns anders nicht erklaren, als mit oxydativen Pro- 
zessen, welche beim Eindampfen von Liésungen von alloxyproteinsauren 
Salzen in offenen Schalen bei Luftzutritt sich etwa abspielen kénnten. 
denn seitdem wir das Einengen solcher Lésungen nur in vacuo ausfiihren, 
haben wir so hohe Zahlen nicht wieder erhalten. 
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Farbung parallel zu gehen schien, so haben wir uns die Frage 
cestellt, ob der schwefelreiche Kérper nicht etwa der Farbstoff 
selbst sel und nicht etwa mit dem von Thudichum!) ent- 
deckten und besonders von Garrod?) niiher untersuchten 
Urochrom identisch wire. Allerdings fanden wir in den Ar- 
heiten dieser Autoren keine Erwiihnung, dai ihr Urochrom 
schwefelhaltig ware. Trotzdem haben wir, von diesem Gedanken 
celeitet, untersucht, ob unser Farbstoff mit Kupferacetat gefiillt 
wird. Dies war nun tatsiachlich der Fall. Alle Losungen, 
welche den Farbstoff enthielten, also sowohl LOsungen von 
Baryvum- und Calciumsalzen, welche das Gemenge von Siiuren 
der Alloxyproteinsauregruppe enthielten, wie auch Losungen 
der sowohl aus den farbigen Fraktionen der Quecksilberfillung, 
sowle aus braun gefiirbten Priparaten der Silbersalze in Fretheit 
cesetzten Siituren gaben mehr oder weniger reichliche grau- 
griine oder briunlichgriine, flockige Niederschlige mit Kupfer- 
acetat. Diese Fillungen waren frei von Alloxurbasen und von 
Harnsiure. Dal hier der Farbstoff gefallt wurde, lief sich 
daraus schhieben, daB durch die Fallung mit Kupferacetat die 
Losungen entfarbt wurden und dal} die farblosen L6sungen von 
Salzen der Alloxyproteinsiiure solche Fiallungen nicht gaben. 
Als Ausgangsmaterial zur Darstellung dieser Kupferverbindung 
diente das erwiihnte Gemenge von Calciumsalzen der Siiuren der 
Alloxyproteinsauregruppe. Die LoOsung dieses Priiparates, welche 
vollkommen frei von Chlor war, wurde vor dem Fiillen mit 
Kupferacetat mit Essigsiure neutralisiert. Beim Zusatz von 
Kupferacetat entstand ein reichlicher Niederschlag, welcher 
nach einiger Zeit beim Stehenlassen noch grofer wurde. Eine 
geringe Menge dieses Kupferniederschlages wurde zur Elementar- 
analyse verwendet, nachdem derselbe mit Alkohol und darauf 
mit Ather gespiilt und anfangs bei Zimmertemperatur im Vacuum- 
exsikkator, spaiter im Vacuumapparat bei 60° C. iiber Schwefel- 


) Brit. med. Journ. 1864, Bd. Il, 5. 509, cit. nach Huppert in 
der Anleitung zur Analyse des Harns von Neubauer und Vogel, 3. Auf- 
lage, S, 308. 

?) Proc. roy. soc., Bd. LV, 5S. 394—407. Refer. J. Th., Bd. XXIV, 
S. 292 (1894), 
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sdure bis zum konstanten Gewicht getrocknet wurde. Die 
Kupferverbindung erwies sich als stickstoff- und schwefelhaltig, 
Ihre Elementaranalyse ergab Zahlen, 

C. 36,76 °/o, H 3,56°%o, N- 9,72 %0, S 2,57°/0, Cu 20,10 %/o, 
aus denen ersichtlich ist, dal die freie Verbindung viel schwefel- 
reicher ist als die Alloxyproteinsaure. 

Der Kupferniederschlag lieb sich mit Schwefelwasserstoff 
in der Wiirme (45°) zerlegen und gab dann braunrot gefiirbte 
Losungen, welche den freien Farbstoff enthielten. Die farbige 
Substanz war schwefelhaltig und zwar enthielt sie wie Alloxy- 
proteinsiiure sowie wie die Siuren der Oxyproteinsiuregruppe 
wenigstens einen Teil thres Schwefels in loekerer Bindung, so 
dal} derselbe mit Salzsaure beim Erwiarmen und mit Kalilauge 
sogar in der Kiilte als Schwefelwasserstolf sich abspalten lief}. 
Sie erwies sich als eme Siure, welche der Alloxyproteinsiiure 


anh 


pa tks 


ithniich, obgleich mit ihr sicher nicht identisch war; sie 

wie Alloxyproteinsiure ein in Wasser leicht lésliches, in Al- 

kohol unlosliches Baryumsalz und ein dem alloxyproteinsauren 

Silber dhnlich sich verhaltendes Silbersalz wie auch Fallungen 

mit Losungen von (Quecksilberacetat und mit Blelessig. Sie 

lieb sich jedoch von Alloxyproteinsaure unterscheiden nicht 

nur durch das Verhalten dem Kupferacetat gegeniiber, sondern 

auch durch die Fiallbarkeit mit Phosphorwolframsiiure. Da dieses 

Verhalten fast in allen aufgeziihlten Einzelheiten, den Schwete!- 

gehalt ausgenommen, mit den von Thudichum sowie von 

Garrod beschriebenen Eigenschaften des Urochroms iiberein- 

stimmt, so liegt es nahe, an die Identitiit unserer Saure mit 

dem Urochrom zu denken. Fur diese Annahme spricht ferner 

auch die Fallbarkeit der Saure mit Eisenchlorid sowie ihre 

auferordentlich leichte Zersetzlichkeit. Wir haben niimlich be- 

obachtet, dab unsere Siiture sowohl leicht spaltbar wie auch | 

leicht oxydabel ist: so wurde sie z. b. durch verdiinnte Schwetel- | 

siiure schon bei Zimmertemperatur zersetzt und reduzierte be! | 

Zimmertemperatur nicht nur kisenoxydsalze zu Eisenoxydulsalzen | 
wie z. Bb. das Selmische Reagens unter Bildung von Ber- | 

linerblau — sowie auch Kupferoxydsalze zu den entsprechende! 

Kupferoxydulverbindungen — worauf wahrscheinlich ihre Fiill- 
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barkeit durch Kupferacetat beruht—, sondern sogar die Jod- 
siure zu Jodwasserstoffsiiure. Sollte sich diese Annahme der 
Identitat unserer Siiure mit dem Urochrom bestiatigen, woriiber 
erst weitere Untersuchungen, welche in unserem Laboratorium 
sefihrt werden, entscheiden werden, so wiirde das Urochrom 
fiir einen stickstoff- und schwefelhaltigen Korper erklart werden 
und der interessanten Gruppe von schwefelhaltigen Siuren des 
Harns zugerechnet werden miissen, was wohl viel Licht auf 
das Verhalten der Harnfarbe sowohl unter normalen Verhalt- 
nissen wie in Krankheiten werfen wiirde. 

Einer Besprechung bedarf noch die Frage: in’ welcher 
Beziehung stehen unsere Siuren zu der von Cloetta be- 
schriebenen Uroprotsdure') sowie zu der Uroferrinsaure von 
Thiele. 2) 

Uroprotsiiure nannte Cloetta eine stickstoff- und schwefel- 
haltige Saéure, welche er in normalem Menschenharn gefunden 
und einige Monate nach der Entdeckung der Oxyproteinsadure 
durch Bondzynski und Gottlieb beschrieben hatte: er erhielt 
diese Saure aus dem Harnsirup, welcher aus einem normalen 
Menschenharn nach der Ausfillung der Phosphorsaéure und 
Schwefelsiure mit Barythydrat durch Einengen bereitet wurde, 

- durch Siittigen mit Barvumhydrat in der Warme und Ausfillen 
mit Alkohol. DaB diese Methode der Darstellung einer neuen 
organischen Siiure aus dem Harn der komplizierten Zusammen- 
setzung dieser Fliissigkeit nicht Rechnung trug, ist wohl klar, 
wie es auch verstiindlich ist, daf eine nach dieser Methode 
aus dem Harn erhaltene Substanz ein chemisches Individuum 
nicht sein konnte, wohl aber ein Gemenge von verschiedenen 
und zwar nicht einmal allein von verwandten Korpern. An der 
Zusammensetzung der sogenannten Uroprotsiure nahmen aller- 
dings Anteil die von uns erhaltenen  stickstoff- und schwetel- 
haltigen Saéuren und zwar vorwiegend diejenigen der Alloxy- 
proteinsauregruppe: dafi aber die von Cloetta untersuchten 
Priparate nicht allein aus einem Gemenge von Baryumsalzen 
jener Sauren bestanden, sondern auch Korper von nicht saurem 

') Arch. f. exper. Path. u. Pharm., Bd. XL, 5. 29 (1897/98). 

7) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 251. 

7 


loppe-Seyler’s Zeitschrift f. phisiol. Chemie, XLVI. és 
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Charakter enthielten, libt sich blo®B daraus schlieBben, daf der 
Baryumgehalt derselben von 8,9 bis 28,6°/0 schwankte. 

Auf ein Gemenge der von uns soeben beschriebenen 
Siiuren stieB iibrigens auch Pregl!) bei Gelegenheit von ander- 
weitigen Untersuchungrn des Harns: er hielt dasselbe auf Grund 
von Analysen fiir oxyproteinsaures Baryum, was tbrigens bei 
dem damaligen Stand der Frage berechtigt war. 

Nach einer Methode, welche auf das individuelle Verhalten 
dieser Gruppe von Verbindungen teilweise Riicksicht nahm und 
mehr geeignet war, zur Darstellung eines chemischen Indivi- 
duums zu fiihren, hatte Thiele seine Uroferrinséure erhalten, 
Die Methode der Darstellung der Uroferrinsiiure hatte der ge- 
nannte Autor auf die Fiallbarkeit dieser Saéure aus einem kon- 
zentrierten Harn resp. alkoholischen Auszug desselben nach 
dem Siittigen mit Ammoniumsulfat mit einer mit Ammonium- 
sulfat gesiittigten Losung von Eisenammoniumalaun begriindet: 
zu dieser Fiillung hatte er jedoch seinen Harnauszug vorher 
zumeist nach dem Siattigen mit Ammoniumsulfat von fremden, 
schmierigen Substanzen befreit und zwar durch Zusatz von 
konzentrierter Schwefelsiiure. Die auf diese Weise dargestellte. 
Uroferrinsiiure genannte Verbindung zeigte sowohl im chemischen 
Verhalten wie in der Zusammensetzung soviel Ahnlichkeit mit 
der friiher von Bondzynski und Panek erhaltenen Alloxy- 
proteinsiiure, da} wir uns wundern, dafii Thiele den Beziehungen 
seiner Siiure zur Alloxyproteinsiiure keine Aufmerksamkeit ge- 
schenkt hatte. An der Hand der vorliegenden Untersuchung 
ist niimlich ersichtlich, dab Thiele bei seiner Arbeit Korper 
der Alloxyproteinsiiuregruppe in den Handen gehabt hatte; seine 
Uroferrinsiiure scheint nimlich sowohl zu der Alloxyproteinsiure 
wie zu der von uns gefundenen urochromiihnlichen Saéure in 
genetischer Beziehung zu stehen. Identisch ist dieselbe aller- 
dings mit keiner von den genannten Siiuren. Sie unterscheidet 
sich von den beiden Siiuren hauptsiichlich durch das Verhalten 
ihres Schwefels, welcher nach Thiele durch Kochen mit Al- 
kalien sich nicht abspalten lieb, wahrend die Alloxyproteinsaure 


') Pfliigers Archiv, Bd. LXXYV. 
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und die urochromihnliche Saure einen Teil ihres Schwefels mit 
Alkalilauge schon in der Kialte und in der Wiirme wohl einen 
eroBeren Teil desselben abgaben. Von der Alloxyproteinsiiure 
unterscheidet sich auberdem die Uroferrinsiiure durch die Fiall- 
barkeit mit Phosphorwolframséure, welches Verhalten sie wie- 
derum mit dem «Urochrom» teilt, von dem «Urochrom» dagegen 
dadurch, daB sie, ihnlich wie Alloxyproteinsaure, mit Eisenchlorid 
keine Fallung gab. Da die Uroferrinsiiure die Schwerléslichkeit 
ihres Baryumsalzes in Alkohol und die Fiallbarkeit mit Queck- 
silberacetat, sowie als basisches Bleisalz mit den Siuren der 
Alloxyproteinsaiuregruppe gemein hat, so miibte dieselbe, falls 
sie wirklich im Harn enthalten wiire, bei der oben beschriebenen 
Darstellung der Saéuren der Alloxyproteinsiiuregruppe in dem 
rohen Gemenge dieser Sauren, welches nach dem Zerlegen des 
Bleiniederschlags erhalten wurde, sich befinden. Nun dies traf 
mit Bestimmtheit nicht zu. Die Uroferrinsaéure enthiélt nach 
Thiele in ihrem Molekil eine gepaarte Schwefelsiiure; nun 
konnten wir aber in dem rohen Gemenge der Siiuren der Allo- 
xvproteinsauregruppe trotz der genauen Befolgung des Spaltungs- 
versuches von Thiele eine gepaarte Schwefelsaure nicht nach- 
weisen. Schwefel, in der Form von Atherschwefelsiiure, enthielt 
aber auch tiberhaupt keine von den von uns gefundenen, im 
normalen Menschenharn enthaltenen, stickstofl- und schwefel- 
haltigen organischen Sauren. Ein Priiparat von Baryumsalzen 
dieser Siiuren (34 @), welches aus 10 1 Harn nach dem Ein- 
dampfen desselben in vacuo zur Sirupkonsistenz, Ausziehen mit 
Alkoholiither, Fiallen mit Quecksilberacetat, Binden der freien 
Séuren an Baryt, Konzentrieren und Fallen mit Alkohol eigens 
dazu dargestellt wurde, lie’ naémlich durch 72 stiindiges Kochen 
mit Salzsiiure bei Gegenwart von Zinnchloriir keine Schwetel- 
siure abspalten. Eine Verbindung vom Charakter eines Schwefel- 
siiureesters, welche mit Quecksilberacetat fallbar ware und ein in 
Alkohol unlésliches Baryumsalz giibe, ist im normalen Menschen- 
harn nicht enthalten. Die Uroferrinsiure ist offenbar ein Produkt 
der Zersetzung des «Urochroms» oder der Alloxyproteinsiiure 
oder auch beider Saéuren zugleich. Nur mit einer Zersetzung 
dieser Siéiuren kénnen wir uns die Beobachtung von Thiele 
§* 
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erklaren, dah seine Uroferrins&iure beim Kochen mit Alkalilauge 
keinen Schwefel abspalten lieb. Alle von uns erhaltenen Sauren, 
besonders aber das schwefelreiche «Urochrom», waren in der 
Tat der Wirkung sogar geringer Mengen von freien Mineral- 
siuren gegeniber sehr wenig bestandig: sogar beim miibigen 
Erwirmen mit verdiinnter Salzsiiure spalteten sie reichlich 
Schwefelwasserstotf ab. Diesem Umstand trug die Methode der 
Darstellung der Uroferrinsiure keine Rechnung. Die Vorsicht 
z. B., welche Thiele beim Eindampfen von Losungen der Uro- 
ferrinsiure oder bei der Ausfiillung des Barytiiberschusses aus 
der Losung thres bBaryumsalzes mit Kohlensaiure beobachtet 
hatte, hat ihn nicht gehindert, angeblich zur Entfernung ge- 
wisser schmieriger Verunreinigungen in den mit Ammonium- 
sulfat gesiittigten Harn konzentrierte Schwefelsiiure einzugieben, 
sowie den die Uroferrinsaure enthaltenden Eisenniederschlag in 
verdiinnter Schwetfelsiure in der Wirme zu losen. Dal das 
Urochrom» — welches in den Priiparaten von Thiele sicher 
enthalten war, denn dieselben gaben eine Fallung mit Kupfer- 
acetat bet dieser Behandlung zum groberen Teil zerlegt und 
zwar teilweise gespalten, teilweise durch Eisenoxydsalze oxvdiert 
wurde, unterliegt fiir uns keinem Zweifel. Die Methode war 
aber auch imstande, nicht nur Spaltungsprozesse, sondern auch 
eine Addition der Sehwefelsiure zustande zu bringen: wir 
vermuten nitmlich, dab gerade diesem Umstand der Gehalt der 
Uroferrinsiiure an der gebundenen Schwefelsiiure zuzuschreiben ist. 


Analytische Belege. 


Der Zusammenstellung von analytischen Daten miissen wir eine 
Besprechung der Methoden der Analyse vorausschicken. Die Methoden 
der Analysen diirfen némlich nicht ungenannt bleiben, nicht nur weil be! 
den hochmolekularen Ko6rpern wie den unsrigen eine besondere Priaizision 
der Analyse erforderlich ist, wenn zur Ausfiihrung von empirischen Forme!n 
einigermafen brauchbare Resultate erlangt werden sollen, sondern auch 
deshalb, weil viele allgemein gebrauchte Verfahren der Elementaranalyse 
mit Hinsicht auf gréfere Genauigkeit zu wiinschen iibrig lassen — man 
braucht ja nur an die Differenzen zwischen den von verschiedenen Forschern 
fur die Zusammensetzung des Eieralbumins oder des Hamoglobins ge- 


fundenen Prozentzahlen zu denken — sowie auch. weil im besonderen 
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seprifte Anweisungen zur Analyse von stickstoff- und schwefelhaltigen 
organischen Salzen von schweren Metallen fehlen. 

Zur Kohlenstoff- und Wasserstoffbestimmung wurden unsere Ver- 
bindungen in offenen Roéhren im Sauerstoffstrom verbrannt, unter Vor- 
legen einer Rolle aus Kupferdrahtnetz, einer anderen aus Silberblech, 
sowie einer 10 cm langen Schicht von Bleichromat: die Baryumsalze 
jedoch, nachdem sie vorher mit Kaliumbichromat und Bleichromat in 
Schiffchen (aus reinem Kupferblech) vermischt wurden. Die Stickstoff- 
bestimmungen wurden zum gréfseren Teil nach der von Makris') ver- 
besserten Natronkalkmethode ausgefiihrt, indem der Stickstoffgehalt bald 
aus dem Gewicht des Ammoniumplatinchlorids, bald aus demjenigen des 
Platinschwamms berechnet wurde, teils nach der Methode von Dumas,?) 
jedoch in der von Guillemard und Dombrowski*: empfohlenen Modi- 
fikation derselben und zwar in der Beriicksichtigung der Schwierigkeit, 
welche bei der gewOhnlichen Ausfiihrung der Methode von Dumas das 
Austreiben von Luft aus der Verbrennungsroéhre bietet. Bei der Schwefel- 
bestimmung wurde bald die alte Liebigsche Methode, bald die von 
v. Asboth empfohlene Oxydation mittels Natriumperoxyd‘) befolgt, indem 
jedoch in beiden Fallen in einer Silberschale und an einer Benzinlampe 
geschmolzen wurde. Die Silbersalze haben wir vorgezogen, nach der zu- 
erst genannten Methode zu verbrennen, weil nach dem Auflésen der nach 
jener Methode erhaltenen alkalischen Schmelze stets ein vollkommen silber- 
freies Filtrat erhalten wurde, was beim Verbrennen mittels Natriumperoxyd 
selten zutraf. Allerdings mufite bei der Liebigschen Methode aufer 
einem schwefelfreien Kalihydrat eine vollkommen schwefelséurefreie Salz- 
siure zu Gebote stehen und da sogar die <garantiert reine» Salzsiure 
des Handels als nicht vollkommen schwefelsiurefrei sich erwies, eine 
reine Salzsiiure von uns selbst bereitet werden — was, beilaiufig bemerkt, 
keine Schwierigkeiten bietet, jedoch unter der Voraussetzung, dafs zum 
Sittigen mit Chlorwasserstoff ein eigens dazu hergestelltes, von Sulfaten 
freies destilliertes Wasser benutzt wird.®) Der Silbergehalt der Silber- 
salze wurde durch Verbrennen derselben und Gliihen des metallischen 





') Liebigs Annalen, Bd. CLXXXIV, 3. 37 

*) Die aus dem Ammoniumplatinchlorid berechneten Prozentzahlen 
stimmten immer so gut mit den aus dem Gewicht des Platins ermittelten 
berein, dafi auf das umstindliche Einischern des Ammoniumplatinchlorids 
manchmal verzichtet wurde. 

Bulletin des sciences pharmacolog. Juillet 1902. 

*) In der Ausfiihrung nach G. Modrakowski. Diese Zeitschrift, 
Bd. XXXVIII, S. 562. 

*) Das im grofen durch Destillation aus einem kupfernen Kessel 
bereitete Wasser enthielt immer eine geringe Menge von Sulfaten und 
zwar trotz des sehr geringen Schwefelsiuregehaltes (2 mg SO, pro 1 | 
des zur Destillation benutzten Wassers. 
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Silbers ermittelt, wobei zu bemerken ist, daf§ das Gliihen unbeachtet der 
weiflen Farbe des Glihriickstands bis zum konstanten Cewicht fortgesetzt 
werden mufte. Zur Bestimmung von Baryum wurde die abgewogene 
Menge eines Baryumsalzes im Platintigel in Wasser gelést und mit einer 
berechneten Menge normaler Schwefelséure zerlegt, worauf die Lésung 
eingeengt und der Riickstand eingeaschert wurde; das Abrauchen der 
Schwefelsiure, welche nur in sehr geringem Uberschufs zugesetzt wurde, 
verlief dann glatt und die erhaltene Asche bestand immer aus reinem 
Baryumsulfat. Die Bestimmung des Quecksilbergehaltes in den betreffenden 
Salzen wurde nach der Oxydation derselben in KjeldahIschen Kolbchen 
mittels eines Gemisches von konzentrierter Schwefelséiure und Salpeter- 
siiure (im Verhiiltnis auf 1 g Substanz 5 ccm H,SO, und 5 ccm HNO,) 
ausgefiihrt: nach beendigter Oxydation wurde die Salpetersiure durch 
weiteres Erhitzen verjagt, die erhaltene schwefelsaure Losung nach dem 
Verdiinnen mit Wasser mit Natronlauge bis zum Auftreten der alkalischen 
Reaktion versetzt, darauf mit Salzsiure angesfiuert und zur Ausfallung 
des Quecksilbers mit Schwefelwasserstoff behandelt. Das Quecksilber 


wurde als Quecksilbersulfid gewogen. 


Zu Tabelle I. 


Baryumsalz. 
































Ee aa Sn Stickstoffbestimmungen nach 
Be, = 3 Be Kjeldahl 
’ ; | Ct 1 1 r 
parat Sub- BaSO, | Ba Sub- aif lt | N 
stanz stanz N-Siure N-Lauge 
g g lo g ccm ccm | Y%o 
0.3777 01613 25,10 | 0.4682 30 | 242 | 1519 
2 0,287 0.1261 25,82 | 04943 24 | 6,1 | 15,26 
3 0.1827 | 0,0837 | 26,93 — —- | - — 
4 0.2160 | 00940 | 25,58 — — | = — 
5 04198 01724 24,14 | 0,6750 35 | 104 | 15,99 
Stickstoffbestimmungen nach Will- “i 
W: : Schwefelbestimmung 
Pri- arrentrap 
rat) =UD- | (NH,),PtCl, | Pt N | Sub- | Baso S 
} ara ; , 4/2 6 oe 4 
stanz stanz | 
iy gf og 0/5 co o 0/9 
© © = 2) / 





~ | — | — | 9.6613 | 0.0922 | 0.87 
3 0),2636 0.5805 0.2573 | 14.02 a ae = 
15.08 | 


0.2918 0.5297 





















Silbersalz 
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qc: Stickstoffbestimmungen nach Will- 
Silberbestimmungen ee 

= Warrentrap 

Pra- 

7 Sub- Ag Ag Sub- NH, ), PtCl, Pt N 
parat , ; 5 pei NTT), 6 . 
stanz stanz 

co wo 0/9 o a or 9/9 
> a) D 5 
1 - = i" _ = = 
2 0.2832 | 0,1161 1). 99 - — — - 
3 0.3558 01433 40,27 — — — 
+ 04044 01622, 40,10 | 0.2707 0.6198 0.2739 | 14,53 
D 0.3673 01466 39,91 0.2632 (5924 0.2616 14,27 
6 0.2992 | 0.1157 | 39,32 0),2236 0.5191 14,66 
7 0,3156 | 0,1236 | 39,16 0.2448 0.5690 0.2492 , 14,62 
Schwefelbestimmungen 
Praparat Substanz BasQ, S 
g if °/o 
I 1.6070 0.0752 0.64 
2 1.5698 O,0778 0,68 
3 1.6698 0.0748 0.61 
4 0.6728 0.0341 0.69 
D 2.3722 0.1188 0.69 





Zu 


Tabelle 


IT. 


Baryumsalz. 


0.1843 g Substanz: 0,5215 


- 4 


NH,),PtCl, 


17,87 °/o 


N 








0),2307 0.0965 » BaSO, - 24.59 °%o Ba. 
Silbersalz. 
Silberbestimmungen | Kohlenstoff- u. Wasserstoffbestimmungen 
Pra pnciegicines — 
a- 
7 Sub- Ag Ag | Sub- CO, H,O C H 
parat | stanz stanz 
g g °/o g g - ie | “fe 
A 0.5126 0.1926 7,97 | 0.2248 | 0.2268 0,0634 27,51 313 
B 0,2586 | 0,0955 | 36,92 [| 0.2768 0.2745 0.0779 | 
27,18; 3,09 
C 0.2783 | 0.1023 | 36,75 | 0.2541 | 0.2546 0.0698 f 
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: > ° . Ss cS fbestir ae 
Stickstoffbestimmungen, gasometrisch tickstoffbestimmaung a 
Pri- n. Will-Warrentrap 
parat Sub- N in Barometer- Tem- N Sub- (NH,),PtCl, 
stanz stand in | peratur | stanz 
g ecm mm in °C, %F9 g g 
A 10,1492 198) 7366 | 10 | 15,28 — ~ 
B — — ; oo 15,38] 0.2177 0.5293 
C 40,2861 40,2 726.5 14 15,66 — — 
Schwefelbestimmungen 
Praparat Substanz BaSO, Ss 
g z | rio 
A 0.9018 0.0321 | 0,48 
B 0.9218 0.0211 | 0.31 
C 11610 0,0283 | 0,39 





Antoxyproteinsaures Baryum aus dem Phosphorwolfram- 


siureniederschlag. 
0.2001 g Substanz: 0,5002 g (NH,),PtCl, == 15,78 °/o N 


0.9924 0.0273 » BaSO, = 0,37%0 S 
0.2033 0,0701 = 20,27 jo Ba 
Zu Tabelle IIL. 
Baryumsalz. 
0.2066 g Substanz: 0,1924 g CO, == 25,39°/o C 
0.0701 » HO = 3,77°/o H 
O1517 » : 14.9 ccm N, 741 mm, 151° CG = 11,13°/0 N 


— ee 


0.7775 ? 


0.2428 


0.0447 


0.1268 » 


g BasO, = 


0.738 %9 S 
> = 30,70°/o Ba 


Silbersalz. 


























Silberbestimmungen — | Kohlenstoff- u. Wasserstoffbestimmungen 
Pra- [———__—_—_ - i 
Sub- Ae | Ag Sub- co, | i C H 
parat | stanz stanz | | 
o Co 0/5 o ea o 9/0 . 
r > 5 = te] | | 
| | | 
A | 0,3517 | 0,1604 | 45,60 — jj; — ff — | ~- | = 
B | 0.2309 | 01036 | 44,86 | 0,2484 | 0,1917 | 0,0600 | 21,05) 2,68 
C | 0.2687 | 01230 45777 -— | — | — | = 
D 0.2855 | 0.1270 | 44,48 | 0,2628 | 0.2192 | 0,0648 | : 
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Stickstoffbestimmungen nach Stickstoff bestimmung, 
? Will-Warrentrap gasometrisch 
Pra: 5. Wii: a = Rts fo 
. Sub- | (NH_).PtCl. Pt N | Sub- yn Barometer-| Tem- 
parat} 4... | “42 6 ; ey Te " -atur 
stanz stanz stand in | peratur 
g g g Oly g ecm mm } in °C. 
A — | — — 10,34)0,1592 15.0 744.8 22.5 
B 40,2121) —0,3221 ——_ foe 7 va 
| { 
C 10,2073) 0,3176 | 9,67 | — - 
D 10,3476 0.5697 | 0.2483 10,26 iY as - o 
Schwefelbestimmungen 
A 1,3143 g Substanz: 0,0630 g BaSO, = 0,65°)o S 
D 0,862 0.0317 = 059% » 
Zu Tabelle IV. 
Baryumsalz. 
A, 0,1570 g Substanz: 0.1775 g (NH,),PtCl, = 7,14°. N 
0.6534 » 0,0864 » BaSO, = 181% S 
0,3922 0,2 100 = 31,47°'o Ba 








Silbersalz. 
















































Silberbestimmungen Stickstoffbestimmungen, gasometrisch 
Pra- anmomad Wien oon wnnee —— —— 
_— Sub- Ag Ag Sub- | N in Barometer-| Tem- N 
paraty stanz | stanz stand in | peratur 
g g 0 g cem mm in °C. | °%o 
| | | 
| | | aes 7 
A, | 0,4148 | 0,1853 | 44,67] 0,2937 | 15,6 7359 15 9,97 
= Pee nn a 704 2 
A, | 0.4903 | (),2210 | 45,07 | 0.3624 | re 731.5 146 |7,12 
B, | 9,3515 | 0,1523 | 43,32] 0,2023 | 14,0 733,2 18s 7,64 
| } | 
Schwefelbestimmungen 
Praparat rare a , ae | 
ap Substanz | BaSO, S 
g "/9 
A, 1.2270 0.1445 1,62 
A, 1.1608 0.1471 74 
1.1899 0.1394 
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Zu Tabelle V. 








Quecksilberbestimmungen] Stickstoffbestimmungen, gasometrisch 
Frak- - - aoe = . SS - —_—— 
Sub- HgS | Hg Sub- = N\ jn /Barometer-- Tem- | y 
ion | stanz | stanz | stand in | peratur 
g g | %/0 g cem | mm in °C. |. Jo 
I 0.7325  0,3790 | 44,60 | 0.2696 15,9 737.3 19,0 | 6,52 
2 0.5348 0.3099 49,95 | 0.2675 13.4 716,2 20,0 | 5.50 








{ 0,5424  0,3380 | 53,71 | _ — ; 
Be es > 0.2695 12.4 719,1 21.0 5.05 
\ 0.2981 | 0,1852 | 53,55 f | 
4 0.7018 | 0.4830 | 59,32 | 0.2579 12,0; 718,1 20,0 | 8,11 














Schwefelbestimmungen 
Fraktion Substanz | | BaSO, fg 
g | g | ‘jo 
1.7155 | 0,2181 | 1,78 
2 14691 | 0,1259 | 4,17 
3 1,0289 | 0.0588 | 0,78 
4 0.8874 | 0,0350 0,54 





Mit Tierkohle entfarbtes Praparat. 


Quecksilbersalz Silbersalz 
0.8810 g¢ Substanz: 0.9685 g Substanz: 
0,0534 g BaSO, = 0,84 °/o S. 0,0795 g BaSQO, = 1,12 Fo S. 


Quecksilberfallungen la und 16. 
La) 1,6448 g Substanz: 0,1794 g BaSO, = 1,49 °/o S 
18) 1,5954 » ; 01783 >» » = 152% 


Zu Tabelle VI. 


Baryumsalz. 


Fraktion 2: 0,3481 g Subst.: 22,1 ccm N; 733mm; 161°C. = 7,13°/o N 
0,6291 > >» 0,0610 g BaSO, = 1,34%5 
0.2399 >» 0.1436 > > = 35,23° vo Ba. 








Silbersalz. 
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Silberbestimmungen 


} Ye 
, Sub- Ag Ag 
f10n stanz 

g g /0 


{ 
Sub- | 


stanz 


or | 
nm 


CO, | H,O | C 


Kohlenstoff- u. Wasserstoff bestimmungen 





1 | 03306 | 01413 | 42,52 
2 10.3179 | 0.1503 | 47,28 


3 0.3215 | 0.1518 | 47,21 





| 0.2695 | 


0,3927 0.3192 | 0,0939 | 22, 


0.2773 | 0.2518 _ 0,0682 24.76) 2,73 
0.2025 0.0600 | 22.23!) 2.68 
Q0,0801 | 22,16 

I 








t 0,3805  0,1841 | 48,30 | 0.3269 | 0.2583 | 0,0744 | 21,55! 2,53 
= : Stickstoff bestimmungen 
Stickstoffbestimmungen, gasometrisch ene EAT Miwnat tai 

Frak-]|] . “a pecs “i. 
’ | ry ‘ | 

— Sub- |W in | Barometer- lem- N | Sub- | (NH,),Ptcl,| N 

| stanz | stand in | peratur stanz | 5 
g | ccm | mm | m*c. | g | g | Fo 





I 0.2083) 1 728.0 
2 0,3189, 17,4 738,9 
) 


Jt 
bho 





16,5 8,07 
16,0 6, 


13 10.2831) 0.2700 

















3 0.4499) 21,6 736.4 120 (548 10.2792 0.2452 5,56 
4 ]0,2563 11,5) 732.5 175 |4961 — | foal 
Schwefelbestimmungen 
Fraktion Substanz | BaSO, 5 
g g fy 
1 0.9384 0.1824 | 2.67 
2 0.7959 0.0596 | 1.03 
3 0.7306 0.0552 | 1,03 
4 0,7947 0,0384 | 0,66 





Silbersalz, Fraktion fa. 


0,2354 g Substanz: 0,3274 g (NH,),PtCl, = 8,78°%/o N 
0,7520 » > 0.1853 » BaSO, : $:98%.e S. 
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0,2772 


0.1230 
0.3720 
0.1972 


g Substanz: 


Zu Tabelle VIL. 


Baryumsalz. 


(0.2398 g CO, 
{ 0,0826 » H,O 


8,4 ccm N; 753 mm; 1: 
0,0363 g BasQ, 


0.1187 


Silbersalz. 


4.9 





Uber Sduren. 


= 23.59% C 
— 331% H 


7,89°/o N 
= 133% S 
= 35.38 ° 0 Ba. 



























































(), 


(), 


QDIOD 
0.6294 
3658 





Das Kupfersalz des «Urochrom». 


0,0772 » CuS = 


0,3739 g¢ Substanz: 0.5040 g CO, = 36,76 °/o C 
0,1197 » H,O = 
15,6 ccm N, 745,4 mm, 13,3° C. = 9,72 % N 
0.1178 ¢ BaSO, = 


3.56% H 


2.57 %Jo S 
20.10% Cu. 


Lwow, hygienisches Institut der Universitat. 


Silberbestimmungen Kohlenstoff- u. Wasserstoff bestimmungen 
Prii- . on 
| Sub- Ag Ag | Sub- | cO, | HO | CGC | H 
parat | ctanz stanz : 
g g 970 g g g | % | Oo, 
| 
| ( 0,2168 | 0,1840 | 0,0553 | 23,14 2.83 
I 0,2664 | O1166 43,76 poe : 
| \ 0.2344 | 0,2022 | 0,0594 | 23,52!) 2.81 
| 
2 | 0.2208 | 0,0983 | 44,52 _ ~ |. = soe “ 
3 | 03515 | 01523 43,32, > — —- | — _ 
4 | 0.2106 | 0,0932 | 44,25} — - | = — 
Stickstoffbestimmungen, gasometrisch |Schwefelbestimmungen 
Prii- a nd oer pane 
Sub- XN. (Barometer-| Tem- | N Sub- | BaSO, | S 
paral) stanz stand in | peratur | stanz | 
g cem mm in’C. | % g | g iy 
| | | 
1 | 01527 10, 737,0 19,0 | 7,52 | 0,7459 | 0,0613 | 1,12 
. aon | w re: 
2 | 0.2136 | 14,3 792,9 12,0 | 7,80 | 0.4990 | 0,0496 | 1,36 
| 
3 | 0.2023 | 14,0) 733.2 18,0 | 7,64 —- | — | 







































Beitrag zur Kenntnis des Bence-Jonesschen Eiweibkorpers. 
Von 
Emil Abderhalden und Otto Rostoski. 


Aus dem I. chemischen Institut der Universitat Berlin und der medizinischen Klinik in 
Wiirzburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 16, August 1905.) 


Der im Jahre 1847 von Bence-Jones im Urin aufgefun- 
dene, durch mehrere charakteristische EKigenschaften sich scharf 
cegenuber anderen Eiweifarten unterscheidende Eiweiikorper, 
welcher jetzt ganz allgemein unter dem Namen bence-.Jonessches 
Eiweih bekannt ist, ist wiederholt Gegenstand eingehender Unter- 
<uchungen gewesen, sel es hinsichtlich seines Vorkommens, seiner 
Stellung den iibrigen Eiweibarten resp. Abbauprodukten (Albu- 
mosen) gegeniiber, sei es hinsichtlich seiner Herkunft und auch 
seiner Zusammensetzung, doch ist es bis jetzt nicht gelungen, 
alle diese Fragen vollig aufzuklaren. Wir verweisen besonders 
auf die Untersuchungen von Alexander Ellinger,!) Magnus- 
Levy?) und Reach.?) 

Der vorliegenden Arbeit lag der Gedanke zugrunde, ein- 
mal mit Hilfe der biologischen Methode festzustellen. ob der 
Bence-Jonessche Eiweibkorper als «k6rperfremdes» oder als 
korpereigenes» Eiweif aufzufassen ist und ferner, welche Amino- 
siuren an seinem Aufbau beteiligt sind. Das erstere Experi- 
ment bewies klar und deutlich, da nicht etwa nicht assi- 
miliertes Nahrungseiweif vorliegt, wie Magnus-Levy*) ver- 
mutet hatte, sondern Korpereiweif. Was die Zusammensetzung 

')Alexander Ellinger, Das Vorkommen des Bence-Jonesschen 
Korpers im Harn bei Tumoren des Knochenmarkes und seine diagnostische 
bedeutung. Deutsches Archiv fiir klinische Medizin, Bd. LXIU, 8S. 255, 1899. 

*) Adolf Magnus-Levy, Uber den Bence-Jonesschen Eiweib- 
kOrper. Diese Zeitschrift, Bd. XXX, 5S. 200, 1900. (Enthilt weitere Quellen.) 

3) Felix Reach, Ein Beitrag zur Kenntnis der Bence-Jonesschen 
Albuminurie. Deutsches Archiv fiir klinische Medizin, Bd. LXXXU, S. 
390, 1905. 

Ferner verweisen wir auf E. Parkes Weber, R. Hutchison 
ind J. J. R Macleod, A Case of multiple myeloma (Myelomatosis) with 
bence-Jones Proteid in the urine. Medico Chirurgical Transactions. 
Vol. LXXXVI, 1903 (Sep.-Abdr.). | 

"i. €. 
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des Bence-Jonesschen Eiweibkorpers anbetrifft, so konnten 
wir mit Hilfe der Estermethode Glycocoll, Alanin, Leucin, 
a-Pyrrolidincarbonsaure, Glutaminsaure, Asparagin- 
siiure und Phenylalanin nachweisen. Ferner wurde der 
Tyrosingehalt festgestellt, und auberdem die «Diaminosiéiuren 
Lysin, Arginin und Histidin nachgewiesen. Der Bence- 
Jonessehe Eiweibkorper zeigt somit qualitativ genau dieselbe 
Zusammensetzung, wie die tibrigen bis jetzt untersuchten Eiweil}- 
arten. Aus den Mengenverhiiltnissen der einzelnen Aminosiiurey, 
mochten wir keinen SchluB auf seine Herkunft ziehen, denn 
einesteils sind die Zahlen selbstverstindlich keine absoluten, 
anderenteils wird der Vergleich mit der Zusammensetzung der 
bis jetzt untersuchten Eiweibkorper des tierischen Organisnius 
dadurch etwas unsicher, dai bei der Ausfiihrung der Methodik 
eine wesentliche Abiinderung vorgenommen worden ist. _Immer- 
hin verdient hervorgehoben zu werden, dali die gefundenen 
Zahlenwerte denen des Serumglobulins!) und des Serum- 
albumins?) sehr nahe stehen. Besonders der relativ recht hohe 
Gehalt an Tyrosin scheint uns nach den Erfahrungen iiber die 
Verdauung der Eiweibkorper 3) gegen die Annahme zu sprechen, 
daf} ein irgendwie tieferes Eiweibabbauprodukt vorliegt, es schein! 
unsere Untersuchung vielmehr dafiir zu sprechen, dab das Bence- 
Jonessche KiweiB ein wirklicher «Eiweibkérper» ist. Wir miissen 
allerdings die Frage vollstindig offen lassen, ob der Bence- 
Jonessche Eiweibkorper ein «einheitliches» Produkt oder nicht 
vielmehr ein Gemisch darstellt. 

Der zu den vorliegenden Untersuchungen dienende Bence- 
Jonessche Eisweibkorper stammte von dem folgenden Patienten, 
dessen Krankengeschichte hier kurz angefiihrt sel. 

D.K.55 Jahre alt, Tageldhner, aufgenommen am 29. \o- 
vember 1900; gest. am 16. Mérz 1901. Aus gesunder Familie 
Von friiheren Krankheiten wird Scharlach angegeben. Auber- 

') Emil Abderhalden, Abbau und Aufbau der Eiweifkoérper un 
tierischen Organismus. Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 17, 1905. 

*) Emil Abderhalden, Hydrolyse des kristallisierten Serum- 
albumins aus Pferdeblut. Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, 5S. 495, 1905 

3) Verel. Emil Abderhalden und Béla Reinbold, Diese Zeit- 
schrift, Bd. XLIV, 5. 284, 1905. 
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dem will der Patient im Alter von 17 Jahren eine mit hoch- 
eradiger Schwellung des ganzen Korpers einhergehende Krank- 
heit von 16 Wochen Dauer gehabt haben. Dieses Leiden hat 
sich 4 oder 5 mal wiederholt, zum letztenmal vor zehn Jahren 
(Nephritis ?). 

Jetzt klagt der Patient seit 4—5 Monaten iiber Atemnot, 
angeblich im AnschluB an das Heben einer schweren Last, 
woraul er zuniéchst eine Viertelstunde vollkommen bewubtlos 
cewesen sein will. Ein solcher Anfall von BewuBtlosigkeit wieder- 
holte sich vor 8 Tagen, dabei starke Schmerzen in der Nieren- 
gegend. Ferner schlechter Appetit und vermehrter Durst. 

Status: Mittelkrattiger KOrperbau, reduzierter Ernihrungs- 
zustand. Animisches Aussehen. Rippen und Sternum ge- 
gen Druck empfindlich. Auf der 6. und 7. Rippe in der 
vorderen Axillarlinie eine beim Druck schmerzhafte  linsen- 
erobe Erhabenheit. Lungenbefund bis auf vereinzelte Ronchi 
normal. Herz: an der Spitze ein lautes systolisches Geriéusch. 
Zweiter Pulmonalton verstarkt. Grenzen der absoluten Diimpfung 
normal. Puls mabig gespannt, regelmiibig. Digestionstraktus, 
Leber, Milz und Nervensystem ohne besonderen Befund. Urin 
gibt starke EiweiB- und Biuretreaktion, letztere mit ausgesprochen 
roter Farbe. Es fiillt ferner auf, daB sich beim Erwiirmen schon 
bei einer Temperatur zwischen 40 und 50° ein Niederschlag bildet, 
der sich beim weiteren Erhitzen spurlos wieder auflost, ferner 
lost sich der in der Kialte entstehende Salpetersiiureniederschlag 
beim Erhitzen wieder auf. Reaktion des Harnes sauer, um Sedi- 
ment zahlreiche epitheliale, granulierte und hyaline Zylinder. 

5. XI. 50—55°/o Himoglobin nach Fleischl, 33500000 
Krythrocythen, 11700 weibe BlutkOrperchen und zwar 66,6° 0 
Leukocyten und $4,499 Lymphocyten. Pathologische Form- 
elemente fehlen. 

Zustand des Patienten hat sich gebessert, Atemnot geringer, 
ebenso Druckempfindlichkeit der Rippen. 

Im weiteren Verlauf war das Befinden des Patienten sehr 
wechselnd. Am 20. XII fand man eine Spontantfraktur der 
linken Cliavicula, nachdem vorher Schmerzen und eine Auf- 
treibung der entsprechenden Stelle bemerkbar gewesen waren. 
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Seit Anfang Januar bildete sich allmahlich eine Kyphose dep 
unteren Brustwirbelsaule aus. 

). |. Blutuntersuchung: Himoglobin 50—60°/o nach 
Fleischl, rote Blutkorperchen 4020000, weibe 15 200, darunter 
Leukocyten 67°, 
cyten 1,5°/0, eosinophile 1°/o, grobe mononucleire 18,5° o. 

10. Il. Viele Rippen ftihlen sich jetzt uneben an, auch 
auf dem Sternum zwei deutliche linsengroBe Protuberanzen. Die 
4. linke Rippe fraktioniert. Die Kyphose wird im weiteren 
Verlauf so stark, dab sich die 12. Rippen innerhalb der Darm- 


0, grobe Lymphocyten 12°/o, kleine Lympho- 


beinschaufeln finden. Die Abmagerung nimmt sehr erheblich 
zu. Trotz anfangs guter Nahrungsaufnahme ist das Gewicht 
von anfangs 53 kg bis zum Exitus letalis, der am 16. Ill. erfolgt, 
auf 33,2 kg gesunken. 

Klinische Diagnose. Sarcomatosis ossium. Nephritis 
cum Albumosuria (Bence-Jonesscher Eiweifikorper).  Frac- 
tura claviculae sinistr. et costar. spontanea. Pneumonia in- 
cipiens fob. infer. sinistr. 

Anatomische Diagnose. Sarcomatosis ossium!) co- 
lumnae vertebralis et thoracis. Infractiones et fractur. spontan. 
multiplices. Nephritis parenchymatosa chronica. Anaemia 
universalis. Haemochromatosis hepatis et lienis. Cystitis catar- 
rhalis. Atelectasis lob. infer. pulmon. Pleuritis fibrinosa sinistra. 
Transsudatio haemorrhagica pleurar. et pericardii. 


Untersuchung des Urins. 

Der Tagesharn war stets ziemlich stark sauer (Sauregrad 
mit Phenolphthalein bestimmt 20,5), seltener schwach sauer oder 
neutral. Die Menge schwankte zwischen 1000 und 1800 cem, das 
spezifische Gewicht entsprechend zwischen 1009 und 1018. Der 
Kiweibgehalt war ziemlich reichlich. Im speziellen wurden gefunden 


am 7. I. Menge 1400 ccm, spez. Gew. 1010 g, Eiweifgehalt 7 °/00 


8. II, 1-400 > 1010 » . 8 loo 
9. IL. 1150 : . 1012 » 8 Yoo 
10. I. 13-40 ; 1010 > 10 °/o0 


11. I. > L080 > > LOL > 12°00. 


‘) Anatomisch ist der Fall in der Dissertation von C. Bechtold. 
Uber das multiple Myelom, Wiirzburg 1902, beschrieben. 
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Globulitenartige Ausscheidungen des Eiweiikérpers im 
Sediment wurden vermiBt. 

Verhalten beim Erhitzen. Es lief sich das immer fiir 
den Bence-Jonesschen Eiweifkorper als charakteristisch be- 
-chriebene Verhalten — Bildung eines Niederschlages bei niederer 
Temperatur, der sich bei hoherer Temperatur wieder aufl6st — 
konstatieren. Im einzelnen wechselte die entsprechende Tem- 
peratur sehr nach der Reaktion des Urins. So fanden wir, dab 
bel einem neutral reagierenden Harn bei 55—60° eine leichte, 
schleierartige Triibung und bei 60° ein dicker flockiger Nieder- 
schlag auftrat. Sauerte man denselben Urin bis zur leicht 
sauren Reaktion an, so erfolgte die Triibung bei 48—49° und 
die Ausfiillung bei 52—53°. Bei noch stiirkerem Siduregehalt 
erfolgte die erste Ausfillung bei 42° und die dicke Flocken- 
bildung wenig spiiter. Bei Siedetemperatur lOste sich der Nieder- 
<chlag wieder auf, um beim Abkiihlen von neuem zu erscheinen, 
und zwar war die Aufhellung beim Sieden an einigen Tagen 
vollkommen, an anderen blieb eine Tribung bestehen. Ebenso 
gelang es, bei Temperaturen zwischen 40 und 55° bei saurer 
Reaktion, bei Temperaturen von 60—65° bei neutraler oder 
ganz sehwach saurer Reaktion an einigen Tagen das Eiweil 
vollkommen auszutiillen, an anderen Tagen blieb noch EiweiB 
im Filtrat nachweisbar.!) Die Ausscheidung gelingt besonders 
cut, wenn man den Harn vorher mit der gleichen Menge 
destillierten Wassers verdiinnt oder mehrere Male auf die ent- 
sprechende Temperatur erwirmt. 

Verhalten gegen Séuren. Durch Verdiinnen des Harns 
und Zusatz von Essigsiiure lief sich an einigen Tagen eine 
miébige Triibung erhalten. Salpeterséure bewirkte in der Kilte 
einen dichten Niederschlag, der sich im Uberschuf nicht liste, 
iedoch beim Erhitzen an einigen Tagen ganz, an andern teil- 
weise in LOsung ging, unter Auftreten der Xanthoproteinreaktion. 





') Dieses Verhalten laft nicht ohne weiteres den SchlufS§ zu, dah 
ein Gemisch von Eiweifikérpern vorlag. Die wechselnde Zusammen- 
setzung des Harnes kann sehr wohl ein solches Verhalten hervorrufen. 
Alle entscheidenden Reaktionen mit dem Bence-Jonesschen Eiweif 
miissen deshalb am isolierten Produkte ausgefiihrt werden. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVI. 
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Ebenso entstand durch Salzsiiure und Schwefelsiiure in der 
Kiilte ein Niederschlag, der sich beim Erhitzen stets vollkommen 
loste; der Schwefelsiiureniederschlag kehrte beim Erkalten iiber- 
haupt nicht wieder, der Salzsiiureniederschlag sehr langsam 
und unvollkommen. Der Trichloressigsiiureniederschlag liste 
sich beim Erhitzen nur zum geringsten Teil, das meiste wai 
koaguliert; genau so verhielt sich die Pikrinsdurefillung. 

Mit Essigsiiture und Ferrocyankalium entstand ein 
Niederschlag, der sich beim Erhitzen, wenn genug Essigsiiure 
zugesetzt war, wieder lOste und beim Erkalten von neuem auftrat. 

Durch Zusatz eines gleichen Volumens konzentrierter 
Kochsalzlosung und Ansiiuren mit Essigséure trat vollkom- 
mene Ausfallung ein, der Niederschlag lOste sich beim Erhitzen 
nicht. rst bei reichlichem Essigsiiurezusatz verschwand der 
Niederschlag in der Hitze. 

Alkohol. Durch Alkohol erfolgte Ausfallung. Wurde der 
Alkoholniederschlag sofort abzentrifugiert, so gelang seine Aul- 
losung wieder. Bei liingerem Verweilen unter Alkohol wurde 
er jedoch vollkommen unloslich. 

Durch Kochsalz oder Magnesiumsulfat entstand be: 
Siittigung im nativen Harn nur eine geringe Triibung, im neu- 
tralisierten Harn blieb auch diese aus. Durch Ammonsulfat 
wurde der EKiweibkOrper im nativen und im neutralisierten Harn 
vollkommen ausgefillt. Die Grenzen lagen im _ neutralisierten 
Harn zwischen 42 und 58°/o Sattigung. An einigen Tagen 
war daneben noch ein spiter bis 72°/o Sattigung ausfallende: 
Eiweibkorper zu konstatieren. 

Die Biuretreaktion zeigte rotviolette Fiirbung. 

Beim Dialysieren passierte der EiweiBk6rper die Membran 
nicht. Im salzfreien Wasser blieb er in Losung. 

Spritzt man Kaninchen 50—100 cem eines 10°/o Eiweil 
enthaltenden Harnes oder eine entsprechende Menge des aus- 
gefillten und wieder aufgelosten Eiweibkorpers ein, so finde! 
man in dem Kaninchenurin weder Eiweifi noch Albumosen 
bezw. Peptone. Dieses Resultat spricht dafiir, daB es sich be! 
dem Bence-Jones um ein wenig abgebautes EiweiB handelt: 
denn es werden bekanntlich injizierte Albumosen und Peptone 
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yon Kaninchen mit dem Harn ausgeschieden, wiihrend von 
nativem Eiweif nur Eiklar im Harn wieder erscheint, Serum- 
eiwelh aber in ziemlich groBber Menge injiziert werden kann, 
ohne dai es die Nieren passiert. Die Tiere bekommen jedoch 
regelmafig Temperatursteigerungen; so stieg bei einem Kaninchen 
die Temperatur 6 Stunden nach der Injektion von 50 ccm 
Harn auf 39,9 an, wahrend man an den vorhergehenden 3 
Tagen bei 3sttindigen Messungen nur 38,0 bis 38,4 konstatieren 
konnte. Nach mehreren Injektionen bilden die Tiere Priici- 
pitine, welche auBer auf den Bence-Jonesschen Kiweibkorper 
auch auf menschliches Serum und die daraus dargestellten Ei- 
weibfraktionen (Euglobulin, Pseudoglobulin, Albumin) reagieren, 
wiihrend eine Reaktion mit tierischem Serum bezw. dessen 
Kiweibkorpern ausbleibt bezw. entsprechend schwiicher erfolgt 
als mit menschlichem Eiweif. Da man dieses Resultat auch 
mit einem Harn erhilt, der nur den Bence-Jonesschen Ei- 
weibkérper und kein Serumeiweih daneben enthiilt, so spricht 
das Verhalten gegen die Auffassung von Magnus-Levy, dab 
der Bence-Jonessche Eiweifikérper direkt aus dem Nahrungs- 
eiweif entsteht. Letzteres muf vielmehr schon vom mensch- 
lichen Korper assimiliert gewesen sein, bevor der Bence- 
Jones daraus hervorgeht, wie der eine von uns schon hervor- 
gehoben hat.!) 


Hydrolyse. 


Das zur Hydrolyse verwendete Eiweif wurde aus dem 
durch Chloroform konservierten Harn durch Ammonsulfat aus- 
gefallt, die Ausfillung zwecks Reinigung noch zweimal wieder- 
holt, der letzte Niederschlag sorgfiiltig abgepreBt, wieder in 
Wasser aufgenommen und nun dialysiert. Hierauf wurde die 
Losung bei 35—40° auf ein kleineres Volumen eingedamplft, 
mit Alkohol ausgefillt der Niederschlag mit Alkohol und Ather 
ausgewaschen und zur Hydrolyse verwendet. 

75 g Eiweifi (Wassergehalt 10°/o, Aschegehalt 0,95°/o) 





'’ Rostoski, Verhdl. der Physikalisch-Medizin. Gesellschaft zu 
Wiirzburg, 1902. Luigi Sacconaghi, Zeitschrift fiir klinische Medizin, 
sd. LI. 
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wurden mit 500 cem 25° ociger Schwefelsiiure 14 Stunden am 
RiickfluBkiihler gekocht, die Loésung hierauf mit Wasser bis 
zu einem Gehalt von 5°/o an Schwefelséure verdiinnt und nun 
mit Phosphorwolframsiiure gefillt. Das Filtrat der relativ reich- 
lichen Fallung wurde mit Baryt von der tiberschiissigen Phosphor- 
wolframsiiure befreit, dann der tiberschiissige Baryt quantitatiy 
mit Schwefelsiiure entfernt, und nun die Lésung bis zur be- 
ginnenden Kristallisation eingeengt. Vom Ausgeschiedenen wurde 
abfiltriert und solange weiter eingeengt, bis die Hauptmasse des 
Tyrosins abgeschieden war, und die Mutterlauge nur noch eine 
geringe Reaktion mit Millons Reagens gab. Das so erhaltene 
\ohtyrosin (1,5 g) wurde aus heibem Wasser unter Anwendung 
von Tierkohle umkristallisiert. Die Menge des reinen Tyrosins 
betrug 1,1 g. 
0.1559 g Substanz gaben 0.3405 g CO, und 0.0840 g H,O 


Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
59,66°/o Cou. 607% H. 59,57°%/o Cu. 3,98%o H. 


Die Mutterlauge des Tyrosins wurde stark eingeengt, mit 
Tierkohle moglichst entfiirbt, dann gasf6rmige Salzsiiure bis 
zur Siittigung eingeleitet. Nach mehrtiigigem Stehen schieden 
sich Kristalle von Glutaminsiurechlorhydrat in reichlicher Menge 
ab. Nach einmaligem Umkristallisieren aus Wasser unter Ein- 
leiten von gasfOrmiger Salzsiiure wurden, auf reine Glutamin- 
siiture berechnet, 4.0 ¢ erhalten. Aus dem Glutaminsiurechlor- 
hydrat wurde durch Kochen mit gelbem Bleioxyd freie Glutamin- 
siure dargestellt. 

0.2031 g Substanz gaben 0,3040 g CO, und 0,1118 g H,O 

Berechnet fiir C,H,NQ, : Gefunden: 
40,81°%o Cu. 6.12°/o H. 40,82°%0 Cou. 6,12 %/o H. 

Die Mutterlauge vom Glutaminsaurechlorhydrat wurde im 
Vacuum vollig zur Trockene verdampft, und nun der Riick- 
stand, wie bekannt, mit Alkohol iibergossen und_ trockenes 
Salzséuregas bis zur Siittigung eingeleitet. Die Veresterung 
wurde noch zweimal wiederholt. 

Die Gewinnung der freien Ester erfolgte hier in einer von 
der bisher tiblichen Methode abweichenden Art, und zwar in 
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Anlehnung an die von Emil Fischer und Umetaro Suzuki!) 
angewandte Methode der Darstellung der freien Diaminosiiure- 
ester. Die salzsaure, alkoholische Lésung der Hydrochlorate der 
Ester wurde bei vermindertem Druck und einer 40° nicht iiber- 
steigenden Temperatur mdglichst stark eingedampft, um die 
freie Salzsiure moOglichst vollstandig zu entfernen. Der Riick- 
stand, der die Hydrochlorate der Ester enthielt, wurde nun in 
wenig Athylalkohol vollig aufgelost, die LOsung in einen Mef- 
kolben von 250 cem gebracht und bis zur Marke genau mit 
Athylalkohol aufgefiillt. Nun wurde in einem aliquoten Teil 
(5 ecm) der Salzsiiuregehalt bestimmt, und dann durch Zusatz 
der berechneten Menge einer alkoholisehen Losung von Natrium 
die Ester in Freiheit gesetzt. Vor dem Zusatz des Natrium- 
‘ithylats war die Lésung mit Ather iiberschichtet und in Eis 
gestellt worden. Durch weiteren Zusatz von Ather wurde die 
Hauptmenge des gebildeten Kochsalzes gefiillt, vom Ausge- 
schiedenen abfiltriert, und nun die itherisch-alkoholische Loésung 
durch Schiitteln mit gegliihtem Natriumsulfat getrocknet. Der 
Ather wurde dann abdestilliert, und der verbleibende Riick- 
stand, wie iiblich, der fraktionierten Destillation unterworfen. 
Die erste Fraktion bis 60° und 15 mm Druck enthielt haupt- 
sichlich Alkohol. Sie wurde mit konzentrierter Salzsiiure ver- 
setzt, auf dem Wasserbad zur Trockene verdampft, und der 
Riickstand mit absolutem Alkohol tibergossen und trockenes 
Salzsiiuregas eingeleitet bis zur Sittigung. Nach einigem Stehen 
in einer Kiiltemischung und Impfen eines Kristillchens von 
Glycocollesterchlorhydrat erfolgte bald reichliche kristallinische 
Abscheidung. Die Ausbeute, auf Glycocoll berechnet, betrug 
0,7 g. Die Mutterlauge vom Glycocollesterchlorhydrat wurde 
mit gelbem Bleioxyd von der Salzsiure befreit. Es wurden 
1.5 g einer sufi schmeckenden, bei 295° (korr.) sehmelzenden 
Verbindung isoliert. Es lag Alanin vor: 


‘} Emil Fischer und Umetaro Suzuki, Polypeptide der Di- 
aminosduren. Sitzungsberichte der Akademie zu Berlin, 1904, 52. 

Vel. auch Emil Fischer und Emil Abderhalden, Das Ver- 
halten einiger Polypeptide gegen Pankreassaft. Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, 
S. 1905. 


52. 
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0.1957 g Substanz gaben 0,2889 g CO, und 0.1363 g H,O 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden : 
40,45°/o C ou. 7,87°%/o H. 40,26°/o Cou. 7,79%o H. 

Die zweite Fraktion!) (von 60—105° des Olbades, 0,4 mm 
Druck) wurde, wie iiblich, durch Kochen mit der fiinffachen 
Menge Wasser verseift und dann zur Trockene eingeengt, mit 
absolutem Alkohol ausgekocht, und dann durch fraktionierte 
Kristallisation des Ungelosten aus Wasser die einzelnen Amino- 
siuren abgetrennt. Erhalten wurden 7,1 g Leucin und 1,5 ¢ 
Alanin. Aus den Mutterlaugen des Alanins konnten noch 0,4 ¢ 
Glycocoll als Esterchlorhydrat abgeschieden werden. 

Das isolierte Leucin zersetzte sich gegen 297° (korr.). 


O.1584 g Substanz gaben 0,3194 g CO, und 0,1395 g H,O 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
34,96°/o Cu. 9,92°/o H. 4,98 °/o Cou. 9.8590 H. 


Das isolierte Glycocollesterchlorhydrat gab folgende Zahlen : 
O1979 ¢ Substanz gaben 0.2486 g CO, und 01295 g H,O 
Berechnet fiir C,H, ,NO,CI : Gefunden: 
34,43°o Cou. 7,18°/0 H. 34,2890 C u. 7,27%o H. 

Der in absolutem Alkohol lésliche Teil dieser Fraktion 
wurde im Vacuum zur Trockene verdampft, der Riickstand 
nochmals in absolutem Alkohol aufgenommen, vom Ungelodsten 
abfiltriert und wiederum zur Trockene verdampft. Nun wurde 
der Riickstand in Wasser gelost, mit tiberschiissigem Kupfer- 
oxyd gekocht, vom ungelost gebliebenen Kupferoxyd abfiltriert, 
und die tiefblaue Losung zur Trockene verdampft. Aus dem 
Riickstand wurde durch Auskochen mit absolutem Alkohol das 
aktive vom racemischen Prolin getrennt. Letzteres wurde aus 
Wasser umbkristallisiert. 

0.2558 g lufttrockenes Salz verloren bei 115° 0,0286 ¢ H,O 


Berechnet fiir C,,H,,O,N,Cu ++ 2 H,O: Gefunden: 
10,99°/o H,O. 11,18°/o H,0. 
0.1401 ¢ lufttrockenes Prolinkupfer gaben 0,0342 g CuO = 0,0273 g Cu 
Berechnet fiir C,,H,,O,N,Cu +- 2 H,0O: Gefunden: 
19,.36°%/o Cu. 19,48 %/o Cu. 


Ausbeute an Prolin: 1,3 g. 

') Bei der Verarbeitung griéfferer Mengen von Eiweifs diirfte es sich 
empfehlen, nach dem Abdestillieren des Athers und Alkohols den Riickstand 
nochmals mit Ather griindlich auszuschiitteln, dann den Ather abzudestil- 
heren und nun mit der fraktionierten Destillation der Ester weiterzufahren. 
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Die dritte Fraktion (105—200° des Olbades, 0.4 mm 
Druck) wurde in der oft geschilderten Weise verarbeitet. Ge- 
wonnen wurden 1,0 g Phenylalanin und 3 g Asparaginsiure. 
Glutaminsiure lie} zich keine mehr nachweisen. 


0,1322 g Substanz gaben 0.3173 g CO, und 0,0789 g H,O 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden : 
65.45°/0 Cou. 6,66°%o H. 65,46° 0 Cou. 6,63°0 H. 

0.1645 g Substanz gaben 0.0806 g H,O und 0.2184 g CO, 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 
36,09°%/o Cou, 5,26°%o H. 36,21°/0 Cou. 5,44%/o H. 


Auf 100 g trockenes, aschefreies Eiweif berechnen sich 


somit : 
Glycocoll 1.7 ¢ 
Alanin 4.5 
Leucin 10.6 
Prolin 1.9 
Phenylalanin 1.5 


Glutaminsiiure 6,0 
Asparaginsédure 4.5 
Tyrosin 1,7 
Der Phosphorwollramsiiureniederschlag wurde mit Baryt 
zerlegt, der tiberschiissige Baryt aus dem Filtrat des phosphor- 
wolframsauren Baryums mit Schwefelsiure quantitativ gefallt 
und hierauf in der bekannten Weise auf die einzelnen «Diamino- 
siuren» untersucht. Qualitativ konnten Lysin (als Pikrat), Arginin 
(als Nitrat) und Histidin (als Dichlorid) nachgewiesen werden. 
Anmerkung: Alle in dieser Arbeit angefiihrten Analysen, sowie 
die meisten derjenigen der jiingst publizierten Abhandlungen sind im 
hiesigen Institute von Priparator Wetzel mit Hilfe des von Herrn Pro- 
fessor Fritz Pregl') konstruierten automatischen Verbrennungsofens 
mit einer Geschwindigkeit von 100 verbrannt worden. Die Resultate 
waren in allen Fallen durchaus gute und zuverlissige. Wir kénnen den 
Verbrennungsofen, der neben dem Umstande, dafi stets zwei Analysen 
zugleich ausgefiihrt werden kénnen, in seiner ganzen Einrichtung (bel- 
spielsweise der Méglichkeit, bei Salzen in ein und derselben Substanz- 
menge neben C und H noch ganz exakt die Asche zu bestimmen), noch 
zahlreiche weitere Vorteile bietet, warm empfehlen. 
Emil Abderhalden. 
'’ Fritz Pregl, Eine Methode zur Bestimmung von Kohlenstoff 


und Wasserstoff in organischen Verbindungen. Berichte der Deutschen 
chem. Gesellsch., Jg. XXXVIII, S. 1435, 1905. 






































Existiert ein Coenzym fiir die Zymase? 


Von 




























Eduard Buchner und Wilhelm Antoni. 


Aus dem chemischen Laboratorium der landwirtschaftlichen Hochschule zu Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18, August 1905.) 


Die Herren A. Harden und W. Young!) haben vor einiger 
Zeit mitgeteilt, da die Giirwirkung des Hefeprefsaftes auf 
Zucker durch Zusatz von aufgekochtem, selbst nicht mehr 
girkriiftigem PreBsaft wesentlich erhoéht werden kann. Sie waren 
Zunachst geneigt, in dem gekochten und filtrierten Safte einen 
Bestandteil anzunehmen, welcher den von friiheren Beobachtern 
beschriebenen Cofermenten ?) dihnlich ist. 

Die Wirkung des Zusatzes von erwirmtem, selbst nicht 
mehr girkriftigem Prebsaft zu girendem Hefesaft hat der Eine 
von uns sehon friiher, allerdings in nur zwei Fallen, unter- 
sucht: 2) es ergab sich dabei kein auffallendes Resultat, wahrend 
nach den englischen Autoren die Gesamtgiérkraft von Prebsatt 
bei Zusatz von 1 Vol. gekochtem Saft verdoppelt, bei Zusatz 
von 5—) Vol. noch mehr erhoht wird. 

Eine Steigerung der Giirkraft des PreBsaftes imnerhalb 
der ersten 16 Stunden ungefiihr auf das Doppelte kann nach 
den Versuchen des Einen von uns durch Zusatz von 2°/0 Ar- 
sentrioxyd, gelost in iiberschiissiger Pottasche, oder auch durch 
Zusatz von O0,6°/o Pottasche allein erreicht werden: *) in beiden 


‘) The journal of physiology, Bd. XXXII, Nr. 1. Proceed. of th 
physiol, Soc. Nov, 1904. 

*) Vel. z. B. Magnus. Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 152 (1904 

‘) Buchner u. Rapp. Ber. der Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXII 
S. 2093 (1899), Nr. 258 u. 265; E. u. H. Buchner u. M. Hahn, Dr 
Zymasegiirung, 1903, Miinchen und Berlin, 8. 200, Nr. 536 u. 543. 

‘) Die Zymasegiirung, S. 187, Nr. 462; S. 141, Nr. 267. 
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Fiillen wird aber die Gesamtgirkraft nicht erhdht, weil die 
Zusitze ein rascheres Erléschen der Girwirkung bedingen. Setzt 
man dagegen zu Prefbsaft sekundiires Natriumphosphat,!) so 
wird die Giarwirkung innerhalb des ersten Tages unter Um- 
stinden auf das Doppelte und auch die Gesamtwirkung nach 
4 Tagen auf das 11/3 fache gesteigert. 

In einer weiteren Mitteilung haben die Herren Harden 
und Young?) selbst auf die grobe Bedeutung des Zusatzes 
von Alkaliphosphaten fiir die Giirwirkung des Saftes hingewiesen. 

Die Frage war nun, wie weit die Gegenwart von Phos- 
phaten in dem aufgekochten Hefeprefsaft, den wir kurz als 
Kochsaft bezeichnen wollen, die auffalligen Beobachtungen der 
Herren Harden und Young erklart. Die beiden Forscher 
scheinen ferner bei ihren Versuchen zwei, unserer Meinung 
nach, wichtige Punkte, welche den Verlauf der zellfreien Giéirung 
stark beeinflussen, aufber Acht gelassen zu haben. Dureh Zu- 
satz von 2—) Vol. Kochsaft ohne Vermehrung der Zuckermenge 
wurde schrittweise eine Verminderung der Zuckerkonzentration 
herbeigefiihrt: eine solehe beschleunigt aber fiir den Anfang 
nach den Versuchen des Einen?) von uns den Verlauf der 
Garung. Andrerseits ist es der Versuchsanordnung eigentiimlich, 
dah am Sehlusse der Versuche mit steigender Verdiinnung durch 
Kochsaft eine Abnahme der Alkoholkonzentration auftritt, was 
fur die Beendigunge des Gérungsvorganges und das Unwirksam- 
werden der Zymase von entscheidender Bedeutung sein diirfte.*) 

bei dem auberordentlich grofBen Interesse, welches der 
eventuelle Nachweis eines Coenzymes fiir die Zymase verdient. 
haben wir es als wiinschenswert erachtet, die Versuche der 
Herren Harden und Young mit Prebsaft anderen Ursprunges, 
nimlich aus untergaériger Berliner Bierhefe zu wiederholen 

') A. Wroblewski, Journal f. prakt. Chemie [2], Bd. LXIV, S. 11 
1901); Buchner u. Hahn, Die Zymasegiirung, S. 141, Nr. 277 u. 281. 

*) Proceed. Chem. Soc., Bd. XXI, Nr. 297, S. 189 (1905), 

) Die Zymasegiirung, S. 153, Nr. 325—331. 

*) Anhaufung der Spaltungsprodukte schaddigt alle Enzymwirkungen, 
was wir fiir Athylalkohol bei der zellfreien Garung noch besonders be- 
wiesen haben. (Buchner u. Antoni, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 225, 
1905. 
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und gleichzeitig zu priifen, wie weit die oben erwahnten, in 
der Versuchsanordnung begriindeten Mingel, die Anderung der 
Zuckerkonzentration und des Alkoholgehaltes, die Resultate zu 
beeinflussen vermogen. 

Zuniichst wurde in volliger Ubereinstimmung mit den 
Angaben der englischen Forscher festgestellt, dab beim Ver- 
diinnen von Prefsaft mit 1—8 Vol. Kochsaft bei Zusatz der 
gleichen Zuckermenge eine Steigerung der Girkraft am ersten 
Tage bis auf das Doppelte, nach 4—7 Tagen Gardauer als 
Gesamtwirkung auf das 3—5fache eintritt. Mit der Menge 
des zugesetzten Kochsaftes steigt auch die Dauer der Giir- 
wirkung, es bleibt also die Zymase linger wirksam. Das Mas 
der Steigerung, sowohl der Anfangsgiirung wie der Gesamt- 
giirkraft, hiingt, wie uns mehrere Versuche bewiesen haben, 
wesentlich von der Giirkraft des Prefsaftes ab, sodaf schlechte 
Prefsiifte mit geringer Giirwirkung durch Kochsatftzusatz sehr 
stark, von vornherein sehr girkriftige Prebsafte dagegen nicht 
so erheblich in ihrer Wirkung gesteigert werden. Die von den 
Herren Harden und Young beobachtete grobe Steigerung der 
Girwirkung wird wohl mit der geringen Aktivitat, wie sie fiir 
die PreSsiifte aus englischer Bierhefe charakteristisch ist, zu- 
sammenhangen. 

Zur Darstellung des Kochsaftes haben wir fiir gewohnlich 
den frischen PreBsaft im Wasserbade bis zum Koagulieren 
erhitzt, filtriert, dann kurz aufgekocht und nochmals filtriert. 
In Ubereinstimmung mit den Angaben der englischen Forscher 
kann, wie wir uns in einer Reihe von Versuchen iiberzeugten, 
der Kochsaft, ohne seine Wirkung einzubiiBen, im Vacuum 
eingedampft, mit Aceton geféllt, dann direkt durch Erhitzen 
von abgeprebter Hefe mit 70°/o Wassergehalt, also ohne vor- 
herige Darstellung von Prefsaft, endlich durch Ausziehen von 
Acetondauerhefe mit Wasser gewonnen werden. 

Die Herren Harden und Young haben ihre Versuche 
mit Glukose ausgefiihrt, wahrend wir Rohrzucker benutzten. 
Wir haben uns deshalb noch besonders davon tiberzeugt, dab 
die zellfreie Giirung der beiden Kohlenhydrate durch Kochsalt 
in gleicher Weise beeinfluBt wird. 
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Eine Versuchsreihe, bei welcher bei steigenden Kochsaft- 
zusiitzen auch entsprechend die Zuckerzugabe gesteigert wurde, 
sodafi immer konstante Zuckerkonzentration vorhanden war, 
ergab, wie es nach den obigen Ausfiihrungen als wahrschein- 
lich zu betrachten war, keine so starke Zunahme der Giirkraft 
bei steigendem Zusatz an Kochsaft, wie bei den Versuchen 
nach Harden und Young, namlich am ersten Tage nur auf 
das 1'/efache und eine Steigerung der Gesamtwirkung auf das 
21/2fache. Ahnlich verlief eine zweite Versuchsreihe, bei welcher 
Verdinnungen mit Kochsaft bei konstanter und bei variabler 
Zuckerkonzentration direkt mit einander verglichen wurden. 
bei allen diesen Versuchen ist jedoch der zweite, die Resultate 
beeinflussende Faktor, namlich die Abnahme des Alkoholgehaltes 
am Schlusse mit steigendem Kochsaftzusatz, noch nicht aus- 
ceschaltet. 

In zwei Versuchsreihen wurde dann gepriift, ob sich die 
Wirkung von Kochsaftzusatzen vielleicht direkt durch Zugabe 
von Natriumphosphatlésungen ersetzen labt. In der Tat ergab 
sich unter Umstiinden eine stirkere Wirkung der Natrium- 
phosphatlosungen als die von Kochsaft. 

Um festzustellen, ob dabei speziell der Phosphorséuregehalt 
eine gewisse Rolle spielt, haben wir bei andern Versuchen 
Lecithin zugesetzt, und auch damit eine betrichtliche Steigerung 
der Gérwirkung erreicht. Wahrend der Eine von uns die 
Wirkung des Natriumphosphats friiher!) nur in der alkalischen 
Reaktion des letzteren suchen zu miissen glaubte, scheint es 
nunmehr wahrscheinlich, daf der Phosphorsiiure eine spezifische 
Rolle bei der Zymasegiirung zufallt. Es ist das besondere Verdienst 
der Herren Harden und Young, darauf aufmerksam gemacht 
zu haben. Die Gegenwart von Phosphorsaure im Koch- 
saft und die mit steigendem Kochsaftzusatz sinkende 
Zucker- und Alkoholkonzentration sind wohl haupt- 
sichlich die Ursache der Wirkung des Kochsaftes. 

Da Lecithinzusatz einen groBen Einfluf gezeigt hat, da 
andrerseits nach ein paar Versuchen von uns 4 Stunden auf 
130° erhitzter Kochsaft, sowie der Gltihriickstand von Hefe 


'‘) Die Zymasegiérung, S. 140. 
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oder geringe Mengen von freier Phosphorsiiure nur schwache 
bezw. keine verstiirkende Wirkung austibten, kommen als wirk- 
sames Prinzip auch organische Phosphorsaureverbindungen in 
Betracht. Nach Harden und Young 1labt sich dem Prefsaft 
zugesetztes Alkaliphosphat nach der Giirung nicht mehr durch 
Magnesiamischung fiillen, was auch auf die Bildung’ einer 
organischen Phosphorsiiureverbindung im Prefsaft hinweist. 
Ob man eine solche verhaltnismabig einfache Substanz, welche 
z. B. dem Lecithin, das reichlich in der Hefe vorkommt, nahe- 
stehen kénnte, zweckmiibig als Coenzym bezeichnet, ist sehr 
fraglich; auch die Herren Harden und Young erwahnen in 
ihrer zweiten Mitteilung diese Bezeichnung nicht mehr. 

SchlieBlich haben wir noch den Einflub verschiedener 
bis jetzt nicht gepriifter Stoife auf die zellfreie Garung unter- 
sucht. Bei der Fettspaltung durch Lipase aus Rizinussamen 
wird als sogenannter «Aktivator» mit Vorteil eine geringe 
Menge Manganosulfat zugesetzt.!) Obwohl es nicht ersichtlich 
ist, wie der Zusatz dieses Stoffes von Vorteil sein soll, haben 
wir doch einige Versuche damit angestellt und auberdem Alu- 
miniumsulfat, Ferrosulfat und Kobaltosulfat gepriift, aber ohne 
Erfolg. 

Nach interessanten Versuchen von H. Lange?) gelingt 
es ferner, die Giirwirkung des Hefeprefsaftes bis auf das 9fache 
zu steigern, wenn man die Hefe vor der Zerreibung in unter 
anderem mit Asparagin versetzten RohrzuckerlOsungen lagern lit. 
Diese Beobachtung konnte entweder auf eine Anregung zur 
Zymasebildung oder auf eine Verstérkung der Wirkung de 
vorhandenen Zymase zuriickzufiihren sein. Wir haben deshalb 
gepriift, ob die zelifreie Garung durch Zusatz von Asparagin. 
Glycocoll, Harnstoff, Guanin, Pepton und verschiedenen Albu- 
mosen gefoOrdert wird. Nur bei Zusatz von 0,6°/o Harnstotl 
bezw. Glyeocoll wurde eine kleine kaum nennenswerte Erhohung 
konstatiert. Das Asparagin muf demnach die Zymasebildung 
in den lebenden Zellen begiinstigen. 


') KE. Hoyer, «Der Seifenfabrikant», 1905, Nr. 27. 
*) Jahrbuch der Versuchs- und Lehranstalt fiir Brauerei in 
Bd. VII, S. 43 (1904). 
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Die Beobachtung von Harden und Young iiber den 
Kinflu6j der Gegenwart von Phosphorsiiureverbindungen auf die 
Zymasegarung lie} es wahrscheinlich erscheinen, das einige 
unserer friiheren Versuche durch den Mange! an derartigen 
Stoffen wesentlich beeinflubjt worden waren. So hatten Dialyse- 
versuche ergeben,!) dab der Prebsaft im Giirberschen Apparat 


bei O8 gegen Wasser dialysiert nach 48 Stunden seine Giir- 
kraft verloren hat. Nach den Angaben der englischen Forscher 
ifbt sich der PreBbsaft mit Hilfe von Martins Gelatinefilter in 
einen Riickstand und ein Filtrat trennen, die beide fiir sich 
nicht giirkriftig sind, wohl aber vereinigt Zucker vergiiren. 
Auch bei unseren Versuchen konnte demnach der Mangel an 
dem diffundierten Bestandteil die Ursache des Unwirksamwerdens 
vorstellen. Tatsachlich ergab sich, dab ein durch Dialyse fast 
wirkungslos gewordener Saft durch Zufiigen des eingedampften 
Dialvsates oder von Kochsaft, wie gewohnlich hergestellt, wieder 
wirksam wird, 

Triigt man Prefsaft in Aceton ein, so ist nach ausfihr- 
lichen Versuchen?) die zehnfache Menge des Fillungsmittels 
notwendig, um im Niederschlage die ganze Girkraft wieder zu 
erhalten. Bei Anwendung geringerer Mengen geht viel von der 
Garkraft verloren, obwohl die Ausbeute an Niederschlag keine 
croke EinbuBe aufweist. Auch hier konnte man vermuten, dai 
es bei Anwendung geringerer Acetonmengen in der Fiillung an 
den notigen Phosphorséureverbindungen mangelt, wie sie die 
Wirkung des Kochsaftes bedingen. In Ubereinstimmung mit dieser 
Annahme haben zwei Versuchsreihen ergeben, dab die Giirwirkung 
der Acetonfillungen dureh Zusatz von Kochsaft wesentlich ge- 
steigert wird: im zweiten Versuche ist es sogar gelungen, 
nachzuweisen, da durch Zusatz von Kochsaft die Girkraft 
der Fallung durch 1 Vol. Aceton auf nahezu das 3fache, die 
Girkraft der Fallung durch 10 Vol. Aceton dagegen nur auf 
das 21/2 fache gesteigert wird. Der Salzgehalt des Niederschlages 


') Buchner u. Antoni, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 210 (1905). 
*) Die Zymasegirung, 1903, Seite 244 ff. J. Meisenheimer, Diese 
Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 521 (1903). 
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steigt mit der Menge des angewandten Fallungsmittels. Wir 
haben z. B. aus einem PrefSsaft bei fraktionierter Fallung durch 
schrittweisen Zusatz von 1/2, 1 und 3 Vol. Aceton Niederschliize 
erzielt, die 10,7, bezw. 12,1, bezw. 20,3°/o Gluhrickstand hin- 
terlieben. 


Experimentelles. 


Die Anordnung der in den folgenden Tabellen enthaltener 
Versuche war durchgehends die, dab in zwei Erlenmeyer- 
Kélbchen mit Meisslschem Girverschlub (Nr. 1 und 2 der 
Versuche) die Giirkraft von 10 bezw. 20 cem Prefbsaft bestimmt 
wurde zur Kontrolle der iibrigen, bei denen die verschiedenen 
Zusitze gemacht wurden. Der benutzte Kochsaft selbst wurde 
anfangs (Tabelle [und IV) auch auf seine Garkraft untersucht, 
spiiter aber konnte davon Abstand genommen werden, da er 
sich niemals als wirksam erwies. Tabelle I (S. 143 u. 144 
zeigt nur Versuche mit Zusatz von Kochsaft. Wihrend die 
Versuchsreihen [| und II den EinfluB des Kochsaftes auf miibig 
girkriftigen Prefsaft wiedergeben, ist die Versuchsreihe II] mit 
sehr giirkriaftizem Prefsaft ausgefiihrt, bei welchem, wie oben 
erwiihnt, die relative Wirkung des Kochsaftes am schwiichsten 
ist. Die beiden letzten Spalten enthalten den berechneten 
Zuckergehalt bei Beginn der Versuche und den aus der Kohlen- 
dioxvdentwicklung unter Beriicksichtigung der Loslichkeit dieses 
Gases berechneten Alkoholgehalt am Ende der Versuche. Der 
Zuckergehalt sinkt regelméfig mit dem Kochsaftzusatz, ebenso 
schrittweise, abgesehen von kleinen Ausnahmen, die Menge des 
bei der Girung entstandenen Alkohols. 

Tabelle II (S. 145) zeigt zunachst Versuche zur Anreicherung 
des Kochsaftes an den wirksamen Bestandteilen durch Konzen- 
trieren der LOsung im Vacuum bei etwa 55°, bis er 4/10 Vol. er- 
reicht und der Riickstand eine sirupartige Konsistenz angenommen 
hatte. Derselbe wurde dann unverdiinnt (Nr. 5 u. 6) oder mut 
9 Vol. Wasser verdiinnt (Nr. 7 u. 8) zum Prefsaft gesetzt. 
Die Zahlen beweisen, dafi der Kochsaft durch das Eindampten 
nicht geschadigt worden ist. Der konzentrierte Saft (Nr. 5 u. 6 
besab natiirlich eine erhOhte Wirkung. 





Tabelle I. 


Garwirkung von Prefsaft bei Zusatz von Kochsaft. 
aS 
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Je 10 ccm Prefisaft +- wechselnde Mengen Kochsaft +- 4 g Rohrzucker 


_—— 
i 


0.2 cem Toluol. 


22°, 














Kohlendioxyd in Grammen 


Zucker- Alkohol- 














Ver- Prefi- Koch- nach Tagen gehalt — gehalt 
bei Be- am 
suchs-]} Nr. oi 1c} Ende 
saft saft ginn des End 
reihe | 2 3 { Dd 7 Ver- |des hail 
suches | suches 
ecm ecm Ny 09 
I I LO 0 0,17, 0.28 0.28 028 — — 25 22 
2 10 0 0.20 0.32 0.32 0,32 28 2,2 
3 10 10 [0,26 0.56 0,67, 0.67, — 16 29 
4 10 10 [026 0,57 0,67 0.67. - 16 29 
5 10 20 10,30 0,68 0,86 0,86 — _ 14 2.6 
6 10 20 10,27 0,64 0.80 0,80 _ 11 2.6 
7 10 30 0,30, 0.73) 0.94 1,22 - - 9 a0 
8 10 30 10,32 0,73 0,95 1,24 4 24 
9; 10 4) 10,30 0,74 0,96 1,33. — — 7 2.6 
(10) 10 40 10,29 0,72) 0,97, 1,38 — | — 7 2.6 
| 11 10 50 10,33 0,76 1,02 143) —  — 6 24 
| 12 10 50 10.32 0,73 1,00 1,42; — - 6 2.4 
| Sa eee — 
/ 13) 10 60 40,30 9,77 1,02 1,42, — 5 2,1 
14; 10 60 | 0,32) 0,76) 1,01) 1,43 — | — 5 21 
a i 1 SS. Eos aa 
| 15 0 10 1000 — | — (600) — —_ . 
| 16 () 10 1000' — | — |000) —! — _ 
{ 





(Fortsetzung s. 53. 
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143). 






Gairwirkung von Prefisaft bei Zusatz von Kochsaft. 











Je 10 com Prefisaft --- wechselnde Mengen Kochsaft + 4 g Rohrzucker 
- 0.2 cem Toluol. 22°. 

| Kohlendioxyd in Grammen Zucker- Alkohol- 

Ver- | Prefi- | Koch- nach Tagen gehalt gehalt 

bel Be- am 

suchs-, Nr. rr caft ginn des' Ende 
7 - - Ter- les Ver- 

relhe 1 2 3 4 dD 7 Vet des Ver 
suches | suches 

ecm ccm Yo 

I] 1 10 {) 0.14 0.30 0.40 0.43) 0.44 0.44 28 5S 

9! 10 () 0.13, 0.29 0.39 0.43) 0.45 0.45 28 3.3 

3 10 10 $020 0.40 0.59. 0.72. 0.79 O86 16 s& 

4 10 10 0.19 0.44 0.63) 0.74 O.SO) O.S7 16 ie 

5 10 2() 0.19 0.47 0.72 0.90 0.99 115 11 3.6 

6 10 2) 0.23 0.53 0.77) 0.95 1.03 1,20 11 3.6 

7 10 30) 0.22 0.53 0.77 0.99 110 1.36 g) 3.2 

S 10 30 1023 ODL 0.76: 0.96 1.06) 1.31 8) 3.2 

q 10 WK) 1025 0.56 O84 1.09, 1.24 1,54 7 30 

10 10 ( 1023 0,52 O81) 1,04 1.20 1,52 7 3.0 

11/ 0 10 10.00. — —— ln 

| 

1? () 10 0.00; — _ an | oe Ee _ — 

ill { 10 Q {1042 0,53) — | 0,57 0,57: 0,57] 28 t,2 

9 10 0) 0.39) 0.51! — | 0.54) 0.54! 0,54 28 4.2 

; 10 10 1059 0.90 1.14) 1,15) 1,15 146 | 50 

{ 10 10 1059 090 — 1.15: 116 1.16 1606) #50 

) LO 30 10.68) 1,13; — | 1,46) 1,51) 1,57 9 | Be 

- ~~ ) 

6 | 10 | 30 [068 1,11, — 145/150 1,56) 9 | 3,7 

7: 10 60 |0,78] 1,08) — | 1,47) 1,50) 1,53) 22 

g§ 10 | 60 0,79) 1,13) — | 1,43) 1.50) 1,57] 5 22 

7 3 soni a 

q 10 | 80 10.75) 1.06 — | 1,38! 1.46) 1.69 4 2.0 

10, 10 | 80 J0,70) 1,05) — 1,36) 1,46) 1,75, 4 2,0 

1 0) 16 16000) —~ | — | a | 1608 wei _ 

? 0.00; — | — | — | — | 0,00 — — 




















Prefisaft 
Je 


mit Zusatz 


10 


bezw. 


2() 
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Tabelle II. 






von verschieden behandeltem Kochsaft. 


ccm 


Prefisaft -- wechselnde Mengen Kochsaft 


t g Rohrzucker auf 10 ccm Prefsaft bezw. 8 g auf 20 ccm + 0,2 cem 


Toluol. 


220, 








Ver- 


Pref- Koch- 


Kohlendioxyd 

















; Darstellung —" poms «> 
cuchs-| Nr.' saft | saft | in Grammen nach Tagen 
; des Kochsaftes — 
reihe eem = cem ri28is)|4iéi7 
| 1 10 0) 0,26 0,445 — 0,46) —| — 
2 10 0 0,260.44) — '0,47) —} — 
3 LV) 10 | Darstellung wie ge- [0,300,56, — 0,75) —| — 
4 LO LO woOhnlich 0.32 0,56 0,73; —| — 
5 10 10 JEingedampft(im Vac.) [0.38 0,68 — 1,17/1,40 1,43 
6 10 10 auf ‘10 Vol. 0.36 0,67 1.13 1,37)1,43 
. |, [Wie d und 6, dann], .,,- = tee 
() Beg: 0,340.59 — 0.76) - — 
7 9 ccm H,O wieder zu- a ae ie 
8 | 10 | gesetzt 0,34 0,59) — 0,76) —| — 
: 
iI ‘ 2) () Prefisaft zum Ver- Ig 44, — 0,45 — i 
: ' gleiche verdinnt mit]. : 
- =U 0 je 20 com H,O aad Mama os Meal Cea Ree 
3 20) 20) Im Vacuum einge- J0.95 — 1,721,79, —| — 
4, 20 20) dampfter Kochsaft JO0.94 — 1,681,78 — — 
lg Acetonfillung A |) - 7 
5) 20 — |des Kochsaftes gelést 0.79 — (1,16, —|— 
in 20 cem H,O 
1 g Acetonfallung B 
6 20 - des Kochsaftes gelést J0.79 — 100, — —) — 
in 20 cem H,O | 
| } | | 
i] 1} 20 0 Prefisaft zum Ver- 0,7710.8210,841 = a ae 
, | “ gleiche verd. mit je} _ | i 
o| 0 20 cem H,O ~ {0,7510,81/0,83) — | —| — 
3 20) 20 —« | Kochsaft A: Hefe mit }1.20 2,25 2,63 2.79 3,10 3,20 
4 20) 20) Wasser erhitzt 1,17 2,18)2,63 2,79 3,12)3,24 
y 20 20 | Kochsaft B: Hefe fiir [0.95 1.94 2.52 2,723.02 3,14 
6 20 20 sich erhitzt 0.88 1.99 2,61 2,80 3,11 3,21 
a ¥ Re | eK Pama | 
i}; 2 20) Kochsaft ©: Dauer- ]1.01 1.91/2.3612,70|3,00/3,04 
s | 20 20 hefe mit Wasser er- .0611.9512.41 
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Versuchsreihe II (Tab. Il) zeigt, dafi man die wirksamen 
Bestandteile des Kochsaftes mit Aceton ausfillen kann. Voy 
einem im Vacuum etwas eingedampften Kochsaft (Nr. 3 u. 4 
wurde erstens 1 Raumteil mit 2 Raumteilen Aceton gefiillt. 
der Niederschlag zweimal mit absolutem Alkohol angeriihrt. 
auf der Nutsche abgesaugt und mit absolutem Ather gewaschen: 
Fillung A. Zweitens wurde dieselbe Menge Kochsaft mit 10 
Teilen Aceton gefillt und dann wie oben behandelt: Féllung [3 
beide Niederschliige zeigen nun in 20 cem Wasser gelost. zum 
Prefsafte hinzugefiigt, eine starke ungefahr gleiche Erhéhung 
seiner Giirwirkung (Nr. 5 u. 6). 

Die dritte Versuchsreihe (Tab. ID endlich ergibt, dab die Dar- 
stellung des Kochsaftes abgeandert und vereinfacht werden kann 
Es ist nicht noétig, die Hefe erst zu zerreiben und Prefsaft her- 
zustellen, sondern durch Aufkochen der Hefe mit etwa der- 
selben Menge Wasser und Filtrieren erhilt man direkt ein 
sehr wirksames Produkt (Kochsaft A Nr. 3 u. 4). Ja man kann 
sogar durch Erhitzen abgeprebter Hefe ohne Wasser auf ein- 
fachste Weise zum Ziele kommen. Die auf etwa 70°/o Wasser- 
gehalt abgepreBte Hefe wird direkt im Wasserbade aut 100 
erhitzt: nach 3,2—1 Stunde ist die ganze Masse ein = diinn- 
fliissiger Brei. Vermittelst der hydraulischen Presse werden <0 
aus 1 kg Hefe bequem 500 ccm Saft erhalten, der noch kurz 
aufzukochen und zu filtrieren ist (Kochsaft Bb, Nr. 5 u. 6). 

Tabelle HI(S. 147) zeigt, dab der Kochsaftzusatz den gleichen 
KinfluB besitzt, ob man Glukose oder Saccharose als Giirmateria! 
benutzt. Bei letzterem Kohlenhydrat (Nr. 7—12) ist merk- 
wirdigerweise die Angérung etwas schneller als bei Trauben- 
zucker. Die Unterschiede bei den Schlubresuitaten liegen inner- 
halb der Fehlergrenzen. 

Tabelle IV (S. 148) enthélt zwei Versuche mit Kochsaftzusatz 
unter ErhOhung der Zuckerzugabe bis zu konstanter Konzentration. 
deren zweitem zum Vergleiche noch Versuche mit gleichem 
Zuckerzusatz, also mit der Menge des Kochsaftes sinkendet 
Zuckerkonzentration zugefiigt sind. Die Resultate wurden bereits 
im allgemeinen Teil besprochen. Es sei nur noch darauf hin- 
gewiesen, dab sich in den beiden letzten Spalten wieder cic 
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Zuckerkonzentration am Anfang und der berechnete Alkohol- 
gehalt am Schluf der Versuche beigefiigt finden. 


Tabelle II. 


Kochsaftzusatz bei zellfreier Glukose- bezw. Saccharose- 


garung. 
Je 20 ccm Prefsaft +- 8 g Glukose bezw. 8 g Rohrzucker -!- Koch- 
saft + 0.2 ccm Toluol. 22°. 

















po. | te) Mea : = 

see | Glukos Rohr-| Ko h Kohlendioxyd in Grammen nach Tagen 
Nr... saft muUKOSe zucker — salt 

ccm g g ccm I 2 3 4 a) 6 7 
{ 2() 8 0 0 0,52 1,00 1,24) 1,42 1.47) 1,50) 1,50 
2 20 | 8 0) 0 0,48 | 0.97 119,139 1,44! 1,46) 1,46 
3 2() | 8 (0) 20 10,55; 1,30 | 1,81 | 2,22 | 2.49 | 2,59 | 2.71 
{ 20) 8 | O 20 10,56 | 1,28 | 1,76 | 2,15 | 2.41 | 2.55 | 2,70 
5 20 8 0 40 10,62) 1,39) 1,74) 210 2,29) 248 | 2.54 
6 20 8 0 HM) 1057) 1,31 1,67) 2.06) 2.21 2.41 2.50 
7 | 20 0 8 Q 0,57) 1,07 | 1,22 1,34) 1,38 | 1,40} 1,40 
8 | 20 0 8 0 0.58 | 1,10! 1,28 | 1.41 | 1,44 | 1,47 | 1,47 
9 2 | O 8 20 10,67 | 1,47 | 1,87 | 2,23 | 2,42 | 2.52 | 2.67 
10 20 | 0 8 20 10,66 1,45) 1,85 | 2,19 | 2,39 |} 2.50 | 2,65 
11 20 0 8 40 1054) 1,34) 1,74 2,10 | 2.34 | 2.45 | 2,57 
12 20 0 8 4) 10,59) 1,41 | 1,81 | 2.12 | 2.36 | 2,47 2,56 


Tabelle V (S. 149) gibt zuniichst einen vergleichenden Ver- 
such tiber die Wirkung von Natriumphosphat und Kochsaft, bei 
welchem ein Zusatz von 6 g Natriumphosphat in 40 ccm Wasser 
gelost, sowohl die Girung innerhalb des ersten Tages als die 
Gesamtgérung nach 5 Tagen stiirker erhOht hat als der Zusatz 
von 40 cem (2 Vol.) Kochsaft. Die zweite Versuchsreihe enthialt 
einige Versuche, bei welchen auber Natriumphosphat auch noch 
Lecithin zugesetzt wurde. Letzterer Korper erhéht fiir sich 
die Garwirkung des Prebsaftes deutlich (besonders stark bei 
schwach girkriftigem Saft und gleichzeitigem Wasserzusatz, 
siehe Tabelle VI) und bringt auch, wenn bereits Natriumphosphat 
zugesetzt ist, noch eine geringe weitere Steigerung zustande. 
Die bei diesen Versuchen verwendeten Kochsiifte wurden durch 
Lrhitzen des Hefeprefsaftes desselben Versuches hergestellt. 
10* 
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Tabelle IV. 
Kochsaftzusatz bei konstanter bezw. variabler Zucker- 


konzentration. 


» 10 ccm Prefisaft -+ wechselnde Mengen Kochsaft -+- wechselnde 


a 
Mengen hans + 0,2 ccm Toluol. 22°. 


























. | Kohlendioxyd in Grammen sone ey 
Ver- PreG- Koch-, Rohr- nach Tagen iit a ae 
© bei Be- am 
suchs-| Nr.| .on | satt lsucker "i ~~ yginn des, Ende 
saft saft zucke a Ph ae 
reihe | ? 3 4 Dd 6 suches | suches 
ecm ecm g ; °l0 
I 1| 10 ) t 10,33 0,63 0,73 0,73 — — 28 5 4 
2 10 0) 4 1033 0.61 0,70 0,70. - ~ 28 54 
3. 10 10 8 10,41 0,93) 1,21 1.30 — | — 28 45 
4 10 10 8 1040 ( 0,92 1,20 1299 -—|— 28 bd 
dD 10 25 14 1041 0.98 1.39.10 — | — 28 2.9 
6 10 25 14 10,41) 0,95) 1,36 1,56; — | — 28 2.9 
7 10 t() 20 10,49 1,09) 1.58 1,83; — | — 28 2,3 
8; 10 4A) 20 10.47 1.04 1.53 1,80 —_  — 28 Zo 
q () 10 f 0.00; — | — 0.00 —_ | — _ 
1 0 10 £ $000 — | — | @00| - -_ ipo _ 
I i 10 0) t 1040 044 044 — |) — 28 34 
2; 10 | 0 4 0,42) 0,45, — (0,45 — | — | 28 3,4 
3 10. 10 8 10.45) 0,66, — | 0,71: 0,71) - 28 27 
4! 10 10 s 0, 49 0.68 — 0,71 (07 _— 28 A | 
y 10 25 14 10, 49 0,77| no 0.93 0,94 — 28 2,0 
6, 10 25 | 14 |0,50 0,77) — | 0,93,0,94 — ] 28 | 2,0 
7\ 10 4A) “) 10.52. 0.83 1.08 1, 12 1.13] 28 1.7 
8 10 4A) 20 10.51) 0.82 1,07, 4, 11 1,13] 28 1.7 
9' 10 70 | 32 10,58) 0,92) — | 1,31 %: 39 1,40} 28 14 
1 8610 70 32 10.55 090 — Bin A, 4) 1,42] 28 1.4 
i210 10 t 10,50 0165 - 0.67 0,67| — 16 3,1 
13 10 25 4 10,60 0,85 — | 0,92 0,94; — 10 24 
14 10— 25 4 0, a9 0.81 — '0,89 0,90) — 10 2.4 
15| 10 | 40 | 4 [0,70/1,08| — /1,93/1,97/1,30] 7 | 25 
16 10 4A) t 10,72 1.05 — |1,20)1,23)1.28) 7 | 2,9 _ 
17, 10 | 70 4 10,75 1,09 — | 1,25 1,331,387) 5 1,8 
is 10 70 t 10,78 1,12 — | 1,32 1,37 1,41 y 1,8 
i9/ o | 10 | 4 Joool -|—|]—|—|ooo — | — 
2)! 0 10 | 4 4000; — | — |] — | — | 0,00) — — 
| 





Wirkung von Natriumphosphat im Vergleich mit Kochsaft 
bezw. Lecithin. 
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Tabelle V. 


Je 20 ccm Prefisaft -- 8 g Rohrzucker +- sekundires Natriumphosphat 


bezw. Kochsaft bezw. Lecithin 


+t. (),2 
‘ 


ecm Toluol. 22°, 




















Ver- Prefi- Natrium- Koch-| Leci- | Kohlendioxyd 
suchs- Nr. saft phosphat saft | thin Wasser} in Grammen nach Tagen 
reihe cem g ccm g ccm I 2;3|4)|5/) 6 
| 1; 20 0) 0 | O | QO 7 0,54)1,14 1,46 1,61)1,69) — 
2 20 0 0 | 0 | O 0,54/1,12) 1,42 1,56) 1,65) — 
3,2) 2 | 0 | 0 | 0 0,92] 1,55, 1,75] 1,94 2,05! 
| | 
4£| 20 | 2 0 0 | 0 0,89} 1,49) 1,72/1,90 2,00) 
5; 20 | 4 er eT eS 0.95|1,61)1,90 2,12/2.32 — 
| | j | | | 
6 20 | 4 O | O | 20 7 0,96)1,61)1,89 2,10 2,29 
7/20! 6 0 | 0 | 40 [1,.03:1,60!1.88!2102.25 — 
8) 20 6 0 | 0 MW) | 1,03 1,641,90 2,13 2.28 — 
- a ; | | j } | 
9} 20 0) 20 | O | 0 0,60 1,30 1,70) 1,92 2,08) - 
10} 20 0 20 | O | O  J0,59'1,29]1,69)1,92 2.06 
11 20 0) 4) | 0 | O 1 0,59/1,22'1,551,70 1,82) — 
{ | | 
12/ 20 0 WM) O | Q = | 0,56/1,23/1,57' 1,70) 1,80) — 
| | | | 
II 1; 20; 0 0 | O QO = 10,57,1,07 1,22 1,34)1,38)1,40 
2; 20} O 0 | O Q — 70,58)1,10/1,28 1,41) 1,44 1,47 
4 : : ! —_ . =" i et ‘ * " ' 
3/20 | 2 0 0 | 60 414,01'1.53'1,76!1,901,94 1,97 
4} 20 2 0) 0 Q | 1,03 1,59/1,82]1,97 1,99 2,03 
5| 20 | 6 0 | O | 40 41,35 1,95'2,24 2,43)2,53 2,60 
6 20 | 6 ®) 0 4) 11,34 1,962.26 246)2,57/2,62 
7; 20/1 O 40 | O | O 1 0,66)1,20 1,35 1,42/1,47)1,49 
8; 20] O 0) 0 | O | 0,66/1,24 1,40 1,47 1,53)1,56 
9) 20 0 0 | 05 | O — 10,63/1,20 1,40}1,58)1,61/1,63 
10) 20 0 0} 05] 0 0,64 1,16 1,35]1,51/1,53)1,57 
11] 20 2 0 | 05 | O | 1,07/1,68)1,93 2,13/2,19/2,21 
12} 20 2 0 | 05 | O 41,02 1,64'1,90/2,09)2,15)2,18 
13 20 6 0 105 | 4 [1,401.99 2.26)2.50 2.68 271 
14, 20 5 0 | 05 | 40 11,37 1,98 2,23)2,50 2,67 2,70 
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Zur Entscheidung, ob die Wirkung des Natriumphosphates 
wesentlich auf den basischen Bestandteil oder die Sauregruppe 
zuriickzufithren ist, dienten die in Tabelle VI (s. u.) mitgeteilten 
Versuche mit Zusatz von Lecithin. Es zeigte sich, dai dieser 
Korper,') den wir unter Anreiben mit einem Glasstabe mdglichst 
als Emulsion und unter Verdiinnung des Prefsaftes mit Wasser 
zugesetzt haben, bei dem vorliegenden schwach wirksamen Safte 
eine geringe Erhohung der Garkraft innerhalb des ersten Tages, je- 
doch eine Steigerung der Gesamtgarwirkung auf mehr als das Drei- 
fache unter wesentlicher Verliingerung der Gardauer herbeifiihrte. 

Tabelle VI. 
Girwirkung von Prefisaft bei Zusatz von Lecithin. 


Je 20 com Prefsaft + & g Rohrzucker + Lecithin + 20 cem Wasser 


- 0.2 cem Toluol. 22°. 

















Prefi- Leci- ener Kohlendioxyd in Grammen nach Tagen 
Nr. saft thin itis 

ecm g ccm 2 3 4 : © 
2) 0 0 0,54 | 063] 064) — | — | — 
2 20) 0 0 0.55 | 0.65 | 065 | — a oe 

} ‘ wy ‘ : pi ; | 

3 20) OD 20) 0.60 | 1.07 | 1,31 146 | 1,55 | 1,56 
20 | 05 2) | 064! 1,08} 1,29 | 141} 1,47] 1,49 
i) 20) 2,0 20) 0,65 | 116 1,39 |) 1,56 | 1.65 | 1,67 
6 20 | 2,0 20 | 063] 1,16 | 144) 1,61) 1,71 | 1,72 


Tabelle VIE(S. 151) berichtet itiber den EinflubB des Zusatzes 
von einigen Metallsulfaten, welche in den angewandten Ver- 
diinnungen keine oder nur schiidliche Einwirkung zeigten. 

Tabelle VIIT (S. 152) gibt eine Anzahl von Versuchen mit 
Zusatz verschiedener organischer Stoffe, einfacherer und kompli- 
zierterer Art, wieder. Eine Erhéhung der Giarkraft trat nur be! 
Zusatz von 0,6°/o Harnstoff bezw. Glycocoll ein; schadlich wirkten 
direkt Antipepton, Hemialbumose und Protalbumose, die wir 
von G. Gribler in Dresden-Plauen bezogen und, weil die 
wiisserige LOsung sauer reagierte, mit ein paar Tropfen Soda- 
lOsung neutralisiert hatten. Das derselben Quelle entstammende 
gleichfalls sauer reagierende Syntonin war ohne jede Wirkung. 


Bezogen von E. Merck, Darmstadt. 
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Tabelle VII. 


Prefisaft und Manganosulfat, sowie andere anorganische Salze. 
+. 8 g Rohr- 


Je 20 ccm Prefsaft +- gepulverte bezw. geliste Salze 
zucker -+ 0,2 ccm Toluol. 22°. 














Ver- aan cia Geldst Kohlendioxyd 
Zusatz von in a (ir see By 
cnchs-! Nr. : in Grammen nach Tagen 
Wasser - 
reihe g ecm 1 2 5 4 D 
1 OSI 0.96 — O99 _ | 
| Ohne Zusatz - -- 
2 O81 0.98 1.01 - 
3) Aluminium- , O50 O69 O74 | | — 
0.04 . ns he 
{ sulfat Vor O.52 | 0.71 0.73 m_ 
D | Zusatz | 0.6: 0.68 | 0.69 — — 
™ | Ferrosulfat (0,04 a ~ | a 
6 nicht | 9,62 0,70 | 0,71 | — 
lag . relos O.D4 0.54 | 0.54 — 
“ Kobaltosulfat |0,04 men ee tee 
& 0.52 | 054 | 0.54 — — 
l] 1 Nur Zusatz von 2 ecm O80 | 1,42 150 |) 1,52 
2 Wasser O.R0 — t 2a 1.48 1.50 
| 
3) Mangano- 0.04 2 O77 | | 140} 149 | 1,52 
| 7, | | ~ - 
sulfat 2 0.80; — | 1,44} 1,51 | 1,53 
5 | | 9 0) ; hE 48 
5 oe 0.04) 2 71 | 1.35 1.45 14 
6 2 0.71 — 1.58 1.49 1.52 
7 | ; 2 0.63. | 24 36 | 1.38 
| do. 0.08) ~ jae L24 | 1, ok 
8 | 060; — 1.23 | 1,35 1.38 
SS SRSA GE GRRE Gemeee teen ae AT ; 
i) 2 0.46 — | 0.96 4 
do. 0.20. 20 | 0,96 | 111 | Al 
10 | 2 046; — | 099 | 113 |) 1,17 





Bei den Dialyseversuchen (Tabelle IX, 5S. 153) wurden 
100 cem Saft 17 bezw. 24 Stunden gegen 1300 cem destilliertes 
Wasser im Gitirberschen Apparate dialysiert, aéhnlich wie wir dies 
truher schon ausgefiihrt hatten.!) Hernach erfolgte Eindampfung 
des Dialysates im Vacuum bei 40—50° in 4—6 Stunden zu 
20 ccm einer gelben Flissigkeit. Dann wurde die Garkratt 
des dialysierten, inzwischen bei 0° aufbewahrten Saftes, sowohl 
allein (Nr. 1 und 2) wie mit Zusatz des Dialysates (Nr. 3 und 
t, bestimmt, und zum Vergleiche auch die Wirkung von Koch- 

: 


salt auf den dialysierten Saft untersucht (Nr. 5 und 6). 


') Vel. Buchner u. Antoni, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 210 (1905). 





































Tabelle VIII. 


Prefisaft und verschiedene organische Stoffe. 


Eduard Buchner und Wilheim Antoni, 







Je 20 ccm Prefisaft -- 20 com Wasser + verschiedene organische Stoffe 


+ 8 g Rohrzucker + 0,2 ccm Toluol. 


22°. 








Zusatz von 





Kohlendioxyd in 




































































Ver- ‘ 
. : 7 _ = Grammen nach 
suchs- | Nr. Wasser Tagen 
, e | | fe ee 
reih g ecm I 2 3 
I 1 Nur Zusatz von je 20ccm)| 20 0,41 — O45 
2 Wasser | 20 039} — | 041 
é : | 20 043| — | 049 
3 Harnstoft | O22 mn ’ 
4 | 20 046) - O48 
a a | | 2 04141 — | 042 
z Glycocoll | O2 | | ‘ “ Bie 
6 : ! §=6.20 0.47 — | 047 
_ <i. «€ 
20 (),: — | 043 
: Asparagin 0,2 rs Bee 
8 20 0.40 ~— | 049 
y - 2 0.38 — | 0,39 
Pepton Witte 1,0 a - * ' 
10 20) 0.37 _ O57 
l ane ; 9) 0.44 — ().45 
| Griinmalz 2,0 si me 
12 20 0),42 — | 048 
II 1 | Nur Zusatz von je 20cemj; 20 0,77 | 082) 0.84 
2 Wasser 20) 0.75 | O81 | 0.83 
PI 0,82 | 0,92 a4 
Harnstoff 0.6 ), | | 7,09 
4 20 0.80 | OVO | O45 
5 2 ; | sf , {4 
, Glycocoll 0.6 aU 0.50 | 0,09 0,90 
b ) 20 O81 | 0,89 | 0.91 
- ) -_ iva eer ) 
, Asparagin 0.6 20 0,78 | ae | “— 
& ) 20 070 | O77 | 0,79 
d Guanin Q),2 ed ipa | ve | ee 
10 20 0,79 | O84 | O84 
r: 2 72 | 87 |) OW 
1 Pepton Witte 3.0 cU O.02 0,54 Bee: 
12 20 0,72 | O83 | OS4 
3 ; ( Oo: | aD | O57 
a Antipepton 1,0 ” oe See ys 
14 21) 0.52 ' 056 | 0.56 
5; : 2 0,31 | 0,38 | 0,39 
Hemialbumose 2.0 | 20 SI 0,38 | a 
0 | 20 0,31 | 0,38 | 0.40 
7 | 133 | 0.36 | 0.37 
vo Protalbumose 2.0 | ss : we | ar s 
18 | 20 0.35 | 0,40 | O04 
q | , | 9 42 82 | 0.8) 
| Syntonin 10 | nv vee | Ue Bue 
20) | 20 0,77 | 0,79 | O80 
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Die Girkraft des dialysierten Saftes hatte in beiden Fallen 
sehr, fast bis zum Verschwinden, abgenommen und wurde 
durch Zusatz des eingedampften Dialysates bezw. von Kochsaft 
in der ersten Versuchsreihe auf das Dreifache und sehr viel 
mehr noch in der zweiten Versuchsreihe gesteigert. 


Tabelle IX. 
Girwirkung des dialysierten Prefisaftes unter Zufiigen von 
Dialysat bezw. Kochsaft. 
Je 20 cem dialysierter Prefisaft +- Wasser bezw. Dialysat bezw. Kochsaft 
+8 g Rohrzucker + 0,2 cem Toluol. 22°. 





























Ver- Einge- | Koch- Kohlendioxyd in Grammen nach 
suchs-| NT. Wasser dampftes | saft Tagen 
reihe | Dialysat | 1 2 3 4 
I | 1| 10 0 0 0,07 | 0,09 | 0,09 
2 100 | O 0 0,05 0,07 0,07 - 
a 0) 10 o) 030 | 0,383 0.33 
4 0) 10 0 028 | 0,32 032 | — 
5i 0 | o 1 | o1t | oat | og7 | — 
6 0 | O 10 | Ott | 020 | 026 ;} — 
tI i! o | o | 0 0.02 | 002 | | 0,02 
21 O 0 | O 0,02 | 002 | — | 002 
3/ 0 | 10 | O | O47 | 052 | 0,52 
4 0) 10 | O 0,48 053 | — | 0.53 
5 | O 0 20 0.59 083 | — | O89 
6 0 0 | 20 0,58 0,79 ~ 0,90 





Zur Bestimmung der Garkraft der Acetonfallungen (Ta- 
belle X, S. 154), deren Herstellung schon friiher!) beschrieben 
ist, wurden die Niederschlige mit Wasser bezw. Kochsaft und 
Zucker im Giarkélbchen kraftig umgeschiittelt, da sie sich 
schwer benetzten und nicht vollstiindig auflésten, ohne zu fil- 
trieren. Uber die Resultate ist bereils im allgemeinen Teil be- 
richtet. Die in der vierten Spalte angegebene Ausbeute an 
Fallung ist nur anniihernd genau, da nicht hohe Ausbeute, 


Buchner u. Antoni, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, 5. 211 (1905). 
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sondern nur mdglichste Beschleunigung der Abtrennung vom 
Aceton angestrebt wurde. Die Menge an Niedersehlag wird 
auch durch den wechselnden Gehalt des Prefsaftes an Eiweif 
bedingt, der von der Qualitét der Hefe und wahrscheinlich von 
der Griindlichkeit des Zerreibens abhingt. 


Tabelle X. 


Acetonfillungen des Preffsaftes und Kochsaft. 


Je 2 bezw. 3 g Fallung -- 20 ccm Wasser bezw. Kochsaft + & g 


Rohrzucker -- 0.2 ecem Toluol. 22°. 











Ver- Fiillung her-  Aus-[Fiél- Koch- Kohlendioxyd in 
suchs- Nr. gestellt durch beuteflung "*“°5°" saft [@rammen nach Tagen 
reihe ‘Eintragenvon) o ecm | cem { 91'3!4195 
we 2 20 | — 035 0,04 0,57 0,58 
| LOO cem Saft . ats te : 
2 2 20 Q — 0.41 0,56 0,58 0.59 
in DOO eem 4D aes ees om 
3 2 0) 20) — 0,68 0,93 1,08 1,19 
4 Aceton ») QO | 20 — (0,70 0,98 1,12 1,21 
5 | 100 ccm Saft 2 2) ) — 0,350.49 0,50 0,51 
in 1000 cem. 5.5 
6 — Aceton 2 0 20) | — 0,72.0,96 1,10 1,19 
= 20 | O 10,43) — (0,45) — | — 
I 100 cem Saft ‘ ' a 
2 S 20 | OO 042 — 044 — 
in LOO cem 14 | r 
3 3 0) 20 70,71; — |1,26; — | — 
‘ oe 0 20 |0,69| — 1,23) — 
5 ae : 20 0) 0.98 — |0,62 
’ 100 cem Saft : é ; 
6 3 20 () 0.61. — 0,63; — | — 
in 500 com | 16 Saeenia Sanna SN Gna PAY 7 
7 3 0 20 JO8d — 1,43 — 
. eee: 3 0 20 10,84 — 147, — |) — 
r | 3 | 20 | 0 {0,56 — loes| —| - 
100 ccm Saft ' os | 
10 3 20) 0) 0,60, — |0.64 soael aan 
in LOOO cem 19 — . 
11 3 0) 20 {0,92 — 1,45 — | — 
1g| Aceton 0 20 10,92! — 11,54) — | — 

















Darstellung und Analyse einiger Nucleinsduren. 
XI. Mitteilung. 
Uber die Nucleinséure der Kuhmilchdriise. 
Von 
John A. Mandel und P. A. Levene. 


Aus dem chemischen Laboratorium der University und Bellevue Hospital Medical College 
und aus dem Rockefeller Institute for Medical Research, New-York.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. August 1{05.) 


Uber die Natur der in der Milchdriise enthaltenen Nuclein- 
korper legen nur wenige Arbeiten vor. Die Untersuchung von 
Odenius?) richtete sich auf die Analyse des Nucleoproteids 
und fiihrte zu der Annahme, dab der fragliche KOrper in seinem 
Molekiil eine Pentose, und nur eine Purinbase — das Guanin 
enthalt. Die Arbeit von Basch ?) schien den Beweis dafiir geliefert 
zu haben, dafi die Nucleinsiiure, die aus der Drise dargestellt 
werden kann, die Zusammensetzung einer Paranucleinsiure 
besitzt. Nach der Ansicht dieses Forschers soll sich das Casein 
der Milch in der Weise bilden, dab die freie Paranucleinsiure 
der Milchdriisenzellen sich mit dem Serumeiweifi zu einer kom- 
plizierten Substanz vereinigt. 

Die vorliegende Untersuchung beschiftigt sich mut der 
Zusammensetzung dieser Nucleinsiiure, und zwar hat sich da- 
bei ergeben, dafi ihre Bestandteile sich von denen der echten 
Nucleinsaéuren nicht unterscheiden. 

Die Substanz wurde nach dem Verfahren dargestellt, 
welches der Eine?) von uns kiirzlich angegeben hat. Die Driisen 
wurden durch Waschen mit kaltem Wasser moglichst vollstandig 
von Milch befreit, zerhackt und mit salzhaitigem Wasser ge- 





') Lakaref. Farm. (N. F.), Bd. V, und Malys Jahresber., Bd. XXX. 
*) Jahrb. f. Kinderheilkunde, 1898, S. &8. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XLV, S. 370, 





























156 John A. Mandel und P. A. Levene, 


kocht. Darauf wurde die Siiure durch Behandlung mit Alkal; 
extrahiert, durch Essigsaure und Pikrinséure von Eiweifsub- 
stanzen befreit und dann mit Alkohol gefillt. 

Nach dem angegebenen Verfahren gelangte man zu biuret- 
freien Substanzen. 

Zur Analyse wurde das Kupfersalz der Siure benutzt. 
Nachdem es im Toluolbad zwei Stunden getrocknet war, zeigte 
es die folgende Zusammensetzung: 

Priparat I. 
0.2150 g Substanz gaben 0,2480 g CO, und 0,0788 g H,O; C = 31,40” 
H = 4,07%o. 


0.1560 g Substanz gaben 0,1790 g CO, uud 0,0575 g H,O: C = 31,28" 
H 4,08 %/o. 

Das aus 0,5479 g Substanz nach Kjeldahl erhaltene NH, neu- 
tralisierte 48,6 ccm H,SO, (1 ccm = 0,00162 g N), d. i. N = 14,37° 
0.1432 g Substanz gaben 0,0432 g Mg,P,0,; P = 8.49%. 

O1859 » enthielten 0,0500 g Asche == 26,88 °/o. 


Praparat II. 
Das aus 0,1204 g erhaltene Ammoniak neutralisierte 11,1 ccm H,S0, 
(1 ecm —= 0,00162 g N), d. i. N = 14,93 2%. 


0.18972 g Substanz gaben 0,0566 g Mg,P,0,; P = 842° 
O1538— » enthielten 0.0402 ¢ Asche = 26.13%. 


Die folgende Tabelle zeigt die Zusammensetzung der Sub- 
stanz verglichen mit der in gleicher Weise aus Milz dargestellten 
Nucleinsiiure. 

Aus Milz: C 34,94, H 4.57, N 15,30, P 8.15, Cu 7.5 o. 

> Milchdriise: » 31,34, » 4.07, » 14,65, » 848, » 7,00 %o. 

Die zwei Priparate unterscheiden sich also nur in dem 
Gehalt an Kohlenstoff und Wasserstoff. Man darf aber nicht 
auber acht lassen, dali das Salz mit Alkohol entwiissert war, 
und dai man nicht feststellen kann, wie viel von diesem auch 
nach dem Trocknen an dem Salz haften blieb. 


Purinbasen. 


3) g lufttrockner Substanz mit einem Phosphorgehalt von 
7,39°/o wurden im Autoklaven mit 200 cem 2°/oiger Schwefel- 
siure zwei Stunden erhitzt. Das Produkt der Hydrolyse wurde 
filtriert, das Filtrat mit Barytwasser alkalisch gemacht, vom 
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Niederschlage abfiltriert, der Uberschu von Baryum mit Schwefel- 
siiure entfernt und die Fliissigkeit nach Zusatz von Ammoniak 
eingedampft. Der dabei gebildete Niederschlag wurde abfiltriert, 
in wenig Alkali aufgelést und mit Essigséure neutralisiert. Es 
bildete sich dabei ein Niederschlag, der als Guanin zu betrachten 
war. Es betrug 0,300 g. Fir die Analyse wurde er in das 
Sulfat tibergefiihrt. 

Das aus 0,1407 g der lufttrockenen Substanz nach Kjeldahl er- 
haltene NH, neutralisierte 36,4 ccm Schwefelséure (1 ccm = 0,00124 g N). 
Berechnet fiir (C,;H,N,O), H,SO, -+ 2H,0: Cetunden: 

N 32,11 °/o 32,07" 0 

Aus dem Filtrate wurde das Adeninpikrat in ublicher 
Weise dargestellt. Die Ausbeute betrug 1.5 ¢. Zur Reinigung 
wurde die Substanz in kochendem Wasser bei Zusatz von 
moglichst wenig Alkali geldst, die LOsung mit Salzsaure genau 
neutralisiert und das Adeninpikrat abfiltriert, ohne die Flissig- 
keit erkalten zu lassen. Im Toluolbade getrocknet, zeigte die 
Substanz den Schmelzpunkt 279° C. 

Das Filtrat vom Adeninpikrat wurde von Pikrinsaure durch 
Schwefelsiiure und Toluol und Ather befreit, und mit ammo- 
niakalischer Losung von Silberchlorid behandelt. Es _ bildete 
sich dabei ein ganz geringer Niederschlag, der sich nicht zur 
weiteren Analyse eignete. 


Pyrimidinbasen. 


- 
’ 


25 g des Kupfersaizes wurden im Autoklaven mit 75 ccm 
25°/oiger H,SO, drei Stunden auf 150—175° C. erhitzt, das 
Reaktionsprodukt mit Ather extrahiert, sodann mit heiBem 
Wasser verdiinnt: die tiberschiissige Schwefelsiiure mit Baryt- 
wasser entfernt und das Filtrat von Baryumsulfat auf ein kleines 
Volumen eingedampft. Es schied sich dabei ein Niederschlag 
ab, der hauptsachlich aus Thymin bestand. Einmal aus 2°/oiger 
Schwefelséure umkristalliert, betrug die Ausbheute 1 g Thymin. 

Das aus 0,156 g der Substanz nach Kjeldahl erhaltene NH, neu- 
tralisierte 21,1 ccm Schwefelséure (1 ccm == 0,00162 g N). 

Berechnet fiir C,H,N,O,: Gefunden: 


N = 22,22 °%/o 21,91 °/o 


et tg eet et 
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Die Filtrate vom Thymin wurden mit Barytwasser von 
Schwefelsiiure befreit und mit konzentrierter Pikrins&iurelésung 
versetzt. Der nach 24 Stunden gebildete Niederschlag wurde 
als Cytosinpikrat in Rechnung gezogen. Er betrug 2 g. 

Das Pikrat wurde sodann in das basische Sulfat tiber- 
gefiihrt. Die Kristalle hatten das typische Aussehen dieses Salzes. 
Es wurde dann in Chloroplatinat umgewandelt. 

0.1240 ¢ dieses Platinsalzes gaben 0.0388 ¢ Pt. 

Berechnet fiir 2\C,H,N,O) + PtCl, - 2HCI: Gefunden : 

Pt = 30.84% 31,29 %/o 

In der folgenden ‘labelle sind Ausbeuten der Basen fiir 
100 g Nucleinsiure berechnet. Daneben sind die Mengen der 
in gleicher Weise aus Milznucleinsiiure erhaltenen Basen an- 
gefiihrt. 


Milznucleinséiure Nucleinséiure aus 
Milchdriise 
Adeninpikrat 8.27 4.56 2 
Guanin 1.62 » 1.05 
Thymin Q,71 » ) 
Cytosinpikrat 21,43 » 10 


Kohlehydrate. 

Die freie Saure gibt mit Orcinsalzsiure eine violette Far- 
bung und der amylalkoholische Auszug zeigte die fiir Pentosen 
typischen Absorptionsstreifen. Bei Anwesenheit geringer Spuren 
von Kupfer erhalt man bei derselben Behandlung eine tief griine 
Firbung. Die Absorptionsstreifen bleiben unveriindert. Bei der 
Destillation mit Salzsiure konnte Furfurol im Destillate durch 
essigsaures Anilin und Phlorogluein nachgewiesen werden. 

Aus der nach Spaltung der Séure mit konzentrierter 
Schwefelsiiure resultierenden Fliissigkeit konnte mit Ather Lii- 
vulinséure extrahiert werden. Aus den fiir die Pyrimidinbasen- 
analyse angewandten 25 g der Substanz wurde eine ganz er- 
hebliche Menge des Silbersalzes der Liivulinséure dargestellt. 

Fiir die Analyse wurde die Substanz einmal aus heifem 
Wasser umkristallisiert. 

0.1640 g des Salzes gaben 0,0795 g Ag. 
Berechnet fiir C,;H,O,Ag: Gefunden: 


Ag = 48,43 °/o 48,47 %!o 








Der Abbau des Edestins aus Baumwollsamen durch Pankreassaft. 
Von 


Emil Abderhalden und Béla Reinbold, Kolozsvar. 


(Der Redaktion zugegangen am 19, August 1905. 


(Aus dem I. chemischen Institute der Universitat Berlin.) 


Wir hatten bereits in einer friiheren Mitteilung!) darauf 
hingewlesen, dali bei der EKinwirkung des Pankreassaftes auf 
Kiweib dessen einzelne Bausteine in sehr verschieden rascher 
Weise abgespalten werden. So erscheint z. b. Tyrosin auber- 
ordentlich rasch und vollsténdig in der Verdauungsfliissigkeit, 
wihrend andere Aminosiuren, wie z. B. Leucin, Alanin usw., 
noch zum Teil in komplizierteren Komplexen fest gebunden 
sind und nur zum Teil als solehe aus dem Eiweifimolekiil ab- 
geschieden werden. Man darf auf Grund dieser Untersuchungen 
aus dem Auftreten einzelner Aminosiuren in Verdauungs- 
gemischen in keinem Fall ohne weiteres auf eine tiefgehende, 
oder gar eine vollstandige Hydrolyse des Eiweibes schlieben. 
Wir haben nun unsere Versuche weiter ausgedehnt und neben 
Tyrosin auch Glutaminsiiure, Glycocoll, Pyrrolidincarbonsiiure 
und Phenylalanin miéglichst quantitativ und mehrere andere 
Aminosiuren qualitativ verfolgt. 

Der Plan der ganzen Untersuchung war im wesentlichen 
derselbe, wie beim ersten Versuch. Zur Verwendung kam 
Edestin aus Baumwollsamen, das bei 100° getrocknet 9,5°/o 
an Gewicht verlor und einen Aschegehalt von 1,9°/o besaf. 
Dieses Priiparat war nicht so rein, wie das von dem einen 


'} Emil Abderhalden und Béla Reinbold, Die Monoamino- 
siiuren des «Edestins» aus Sonnenblumensamen und dessen Verhalten 
gegen Pankreassaft. Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, 5. 284 (1905). 
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von uns in Gemeinschaft mit O. Rostoski!) abgebaute Edestin. 
Ks wurde deshalb nach erfolgter Hydrolyse mit 25°/oiger 
Schwefelsdure in 200 g des Praparates der Tyrosingehalt genau 
bestimmt, und in der Mutterlauge des Tyrosins nach starkem 
Kinengen und Einleiten von gasformiger Salzsiiure die Glutamin- 
sdure als Chlorhydrat abgeschieden. SchhieBlich wurde das 
Filtrat vom Glutaminsaurechlorhydrat zum dicken Sirup  ein- 
geengt, dann mit Alkohol und Salzsaure wiederholt verestert, 
die Ester in Freiheit gesetzt, in Ather aufgenommen, der Ather 
ubdestilliert, in wiisseriger Salzséure aufgefangen, und schlief- 
lich die Ester, wie tblich, fraktioniert destilliert. Aus der vom 
Ather abgetrennten salzsauren Loésung und der ersten Ester- 
fraktion (bis 65° des Wasserbades, 10 mm Druck) wurde das 
Glycocoll als Esterchlorhydrat in der bekannten Weise isoliert. 
In den tbrigen Fraktionen wurden Alanin, Aminovaleriansiure, 
a-Pyrrolidincarbonsiiure, Leucin, Asparaginsiiure, Phenylalanin 
und Serin nachgewiesen. Uns kam es fiir unsere Untersuchungen 
nur auf eine moOglichst exakte Bestimmung von Tyrosin, Glutamin- 
siiure und Glycocoll an. Gefunden wurden auf trockenes, 
aschefreies Eiweif berechnet 2,3°/o Tyrosin, 14,5°/0 Glutamin- 
siiure und 1,8°/o Glycocoll. 

Von diesem Edestin wurden in fiinf gleich groben Flaschen 
je 200 g (= 177,6 g asche- und wasserfreies Eiweifi) abgewogen, 
in je 2 | destilliertem Wasser suspendiert, und nun alle Por- 
tionen mit je 20 ccm desselben Pankreassaftes versetzt. Diesen 
verdanken wir der grofen Freundlichkeit von Herrn Professor 
Pawlow in St. Petersburg. Es sei uns gestattet, ihm auch 
an dieser Stelle unseren  herzlichsten Dank auszusprechen. 
Kurz vor dem Beginn des Versuches wurde der Pankreassatt 
durch Zusatz von 5°/o Darmsaft aktiviert. Zur Verhiitung 
der Entwickelung von Bakterien tiberschichteten wir die Ver- 
dauungsfliissigkeiten mit Toluol. Das Verdauungsgemisch wurde 
in geschlossenen Gefaben dauernd geriihrt. Die einzelnen 
Portionen blieben nun verschieden lange Zeit im Brutraum 


') Emil Abderhalden und Otto Rostoski, Die Monoamino- 
siuren des «Edestins» aus Baumwollsamen und dessen Verhalten gegen 


Magensaft. Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 265 (1905.) 
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-tehen. Die Verarbeitung der einzelnen Portionen, welche mit den 
Buchstaben A—E bezeichnet werden sollen, erfolgte in jedem ein- 
zelnen Falle in genau derselben Weise. Die verwendeten Methoden 
und allgemein gemachten Beobachtungen werden deshalb hier 
im Zusammenhang mitgeteilt. Die Einzelheiten sind dagegen 
bei den einzelnen Versuchen angefihrt. 

Das Verdauungsgemisch, das, um eine rasche Einwirkung 
des Fermentes zu ermodglichen, im Brutraum vor dem Zusatz 
des Pankreassaftes vorgewiirmt wurde, zeigte bereits im Laufe 
des ersten Tages eine Aufldsung des Eiweibes. Die KF liissigkeit 
firbte sich dabei allmiblich braun. In den Portionen, welche 
lingere Zeit im Brutraum verweilten, erschienen am 7.—8. 
Tage an den Gefafwiinden feine weile Nidelchen (Tyrosin). 
lin Laufe der zweiten Woche verschwand diese kristallinische 
Abscheidung wieder. 

Die Verdauung wurde nach verschieden langen Zeiten 
durch Aufkochen unterbrochen,!) dann die noch warme Losung 
vom unverdauten Rest und den koagulierbaren Substanzen ab- 
liltriert, und nun das Filtrat nach reichlichem Zusatz von 
Toluol in Pergamentschléuchen bei 36° C. der Dialyse unter- 
worfen. Sie wurde in luftdicht verschlossenen Gefiiben unter 
<tetem Rithren und _ tiiglichem Wechseln des Dialysierwassers 
<0 lange fortgesetzt, bis eine dem Dialysat entnommene und 
eingedampfte Probe nur noch Spuren eines Kiickstandes hinter- 
ie}. Dieser Zeitpunkt war nach 9—10 Tagen erreicht. Nach 
Unterbrechung der Dialyse wurde der nicht dialysierte Teil 
mit Toluol versetzt und aufgehoben, das Dialysat auf 101 ein- 
cedampft und von dieser genau abgemessenen  Fliissigkeits- 
menge 21 zur Fiéllung mit Phosphorwolframsiure verwendet. 
Wir hatten uns vorher iiberzeugt, dafB in der vorliegenden 
Verdiinnung Monoaminosiituren auch in Gemischen nicht durch 
die verwendete Phosphorwolframsiure gefallt wurden. Eine 
derartige Priifung ist fiir jedes einzelne Phosphorwolframsiure- 
priparat durchaus notwendig und fiir quantitative Arbeiten ganz 
unerliiblich. 

‘) Wir hatten uns vorher tiberzeugt, dafi einmaliges Aufkochen 
eniigt, um die Wirkung des Pankreassaftes vollstandig aufzuheben. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVI. 11 











162 Emil Abderhalden und Béla Reinbold. 


Aus dem Filtrat der reichlichen Phosphorwolframsiure- 
fillung wurde die iiberschiissige Phosphorwolframsiure mit 
Barvt gefallt und aus dem Filtrat des Niederschlages der iiber- 
schiissige Baryt quantitativ mit Schwefelsaéure entfernt. Siimt- 
liche Niederschlage wurden stets auf der hydraulischen Presse 
unter einem Drucke von 300 Atmosphiiren ausgeprebBt. 

Nun wurde die LoOsung auf dem Wasserbade stark ein- 
geengt, das hierbei ausfallende Tyvrosin auf gewogenen Filtern 
gesammelt, mit kaltem Wasser gewaschen, getrocknet, dann 
mit Eisessig gewaschen, wieder getrocknet und gewogen. Die 
Mutterlauge, welche keine Millonsche Reaktion mehr zeigte. 
wurde auf dem Wasserbade noch stiirker eingeengt und mit 
gasfOrmiger Salzsiiure gesiittigt. Nach langerem Stehen auf 
Kis schied sich das Glutaminsiurechlorhydrat ab. Es enthielt 
meistens noch anorganische Beimengungen, und wurde deshalb 
noch einmal in Wasser gelOst und durch Siittigen der Losung 
mit Salzsiiure abgeschieden, dann tiber Kalk im Vacuum ge- 
trocknet und gewogen. 

Wie Mutterlauge des Glutaminsiiurechlorhydrats wurde nun 
bis zur Trockene eingedampft, in absolutem Alkohol aufgenommen, 
durch Einleiten von trockener, gasfOrmiger Salzsaure verestert, 
wieder eingeengt und mit Tierkohle entfarbt. Da in der Losung 
auch bei liingerem Stehen in Eis und Einimpfen eines Kristallchens 
von Glycocollesterchlorhydrat keine Kristallisation erfolgte, so 
wurde die Lésung nochmals vollig eingedampft und mit ab- 
solutem Alkohol und Salzsiiure wiederum verestert. Nun schied 
sich gewOhnlich ein geringer, zum gréferen Teil anorganischer 
Niederschlag aus, aus welchem jedoch kein Glycocollithy!- 
esterchlorhydrat gewonnen werden konnte. Es war aucl 
nach starkem Einengen, Abkiihlen und Impfen der salzsauren. 
alkoholischen Lésung mit einem Kristallechen von Glycocollester- 
chlorhydrat keine Abscheidung von Glycocollesterchlorhydrat zu 
erzielen. 

Die veresterten Riicksténde aus allen Portionen wurden 
nun vereinigt, in absolutem Alkohol aufgenommen, mit Tier- 
kohle entfirbt und nach volligem Eindampfen im Vacuum aber- 
mals verestert. Nun wurde die Lésung unter vermindertem 
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Druck und einer 40° nicht tibersteigenden Temperatur des 
Wasserbades moglichst stark eingeengt, der Riickstand in ab- 
solutem Athylalkohol gelist, und die Fliissigkeitsmenge genau 
bestimmt. In einem aliquoten Teile bestimmten wir nun den 
Salzsiiuregehalt, und setzten dann in der gesamten Fliissigkeit 
die Ester mit der genau berechneten Menge Natriumiithylat 
in Freiheit. Das gebildete Kochsalz wurde mit Ather gefiillt, 
und dann in der iiblichen Weise die Ester der fraktionierten 
Destillation unterworfen. Die einzelnen Fraktionen wurden in 
der tiblichen Weise verseift und verarbeitet. Unser Haupt- 
augenmerk war ganz speziell auf Glycocoll, a-Pyrrolidin- 
earbonsdure und Phenylalanin gerichtet. Ersteres suchten 
wir vergeblich aus der ersten Fraktion als Esterchlorhydrat 
abzuscheiden. Zur Gewinnung des Prolins dampften wir alle 
Fraktionen bis 105° (des Olbades und 11 mm resp. 0,2 mm 
Druck) bis zur Trockene ein und kochten die Riicksténde mit 
Alkohol aus. Beim Verdampfen des Alkohols verblieb ein ge- 
ringer Riickstand. Er zersetzte sich im Kapillarrohr erhitzt 
gegen 285°. Es wurde somit keine Spur Prolin gefunden. 
Rein dargestellt werden konnten hingegen Leucin und 
Alanin, welche somit bei der Hydrolyse durch Pankreasferment 
in ganz betriichtlichen Mengen zur Abspaltung kommen, wobei 
allerdings hervorgehoben werden mul, dai die Méglichkeit, dab 
wenigstens ein Teil des gefundenen Leucins und Alanins in 
hOherer, z. B. peptidartiger, durch Phosphorwolframsiiure jedoch 
nicht fillbarer Form im Verdauungsgemisch vorhanden war, 
nicht auszuschlieben ist, weil die angewandte Methode eine 
sekundiire Hydrolyse in geringem Umfange nicht ausschlieBt. 
Das gefundene Leucin zersetzte sich gegen 297° (korr.). 
0.1474 g Substanz gaben 0,2954 g CO, und 0,1310 g H,O 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
)4,9°% 0 C und 9,92°% 5 H. 54,68°'o C und 9,89° 0 H. 
Das isolierte Alanin hatte einen Zersetzungspunkt von 
299° (korr.). 
0.1884 g Substanz gaben 0,2792 ¢ CO, und 0,1347 g H,O 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden : 
4).4°,0 G und 7,9°%o H. 40,41°0 GC und 7,9" H. 
i 
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Aminovaleriansiiure konnte mit Sicherheit nicht aufgefundey 
werden. Sie dirfte jedoch nach allen Anzeichen vorhanden ge- 
wesen sein. 

Die von 105—200° und 0,2 mm Druck tibergegangenen 
Ester behandelten wir in gewohnter Weise, indem in erster 
Linie der Phenylalaninester abgetrennt wurde. Es ist uns jedoch 
nicht gelungen, Phenylalanin zu isolieren. Wir erhielten 
allerdings einen Riickstand, als wir den mit Wasser soregfiiltig 
vewaschenen Ather verdampften. Das mit Salzsiiure verseifte 
und durch Kindampfen mit Ammoniak umgesetzte Produkt hatte 
jedoch nach Wegloésung des gebildeten Chlorammons mit kaltem 
Wasser nicht das Aussehen des Phenylalanins und gab in 25° oige 
Schwefelsiture gelOst und mit einem Koérnchen Kaliumbichromiat 
vekocht keine Spur von Phenylacetaldehyd. Aus dieser Fraktion 
wurde noch Asparaginsiure isoliert, jedoch in ziemlich ge- 
ringer Menge. Serin konnte nicht rein gewonnen werden. 

Der ganze eben beschriebene Versuch wurde nochmals 
wiederholt und zwar mit je einem Liter des Dialysats alle 
Portionen. Das Filtrat der Phosphorwolframsiiurefiillung priiften 
wir in derselben Weise wie oben auf Monoaminosiiuren. Auch 
hier wurden Alanin, Leucin und Asparaginsiiure nach 
gewiesen, auch Aminovaleriansiiure und Serin diirften vor- 
handen gewesen sein. Prolin konnte auch nicht in Spuren aul- 
gefunden werden, ebensowenig Glycocoll, dagegen gelang es, 
Phenylalanin in Spuren durch den Nachweis von Pheny'- 
acetaldehyd zu charakterisieren. Phenylalanin selbst konnte 
nicht isoliert werden, auch der Versuch, die Phenylisocyanat- 
verbindung resp. deren Anhydrid zu gewinnen, schlug fehl. Beim 
Versuch, Glycocoll als Esterchlorhydrat zur Abscheidung zu 
bringen, fielen nadel- und blittchenfOrmige Kristalle vom 
Schmelzpunkt 220—223° C. (unkorr.) aus. Ihre Menge reichte 
leider zu einer genaueren Untersuchung nicht aus. 

Nach den vorliegenden beobachtungen scheinen Glycoco!l, 
a-Prolin und Phenylalanin nicht in einer Form aus dem Eiweil- 
molekiil abgeschieden zu werden, die durch Phosphorwolfram- 
siiure nicht fiillbar ist. Eine Moglichkeit ist allerdings noc! 
vorhanden, niimlich die, daf die genannten Aminosiuren 1 
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Form komplizierterer Produkte dennoch vorhanden waren und 
bei der Destillation der Ester im Destillationsriickstand ver- 
blieben. Wir beabsichtigen, diese Untersuchungen speziell nach 
dieser Richtung hin auszudehnen, und hoffen durch Anwendung 
‘ihnlicher Methoden, wie sie kiirzlich von E. Fischer und 
f. Abderhalden!) fir die Trennung von Gemischen von 
Aminosiuren, Di- und Tri- und héheren Peptiden beschrieben 
worden sind, zum Ziel zu gelangen. Die Versuche sind bereits 
im Gange. In diesem Falle schien die Auffindung héherer Kom- 
plexe und speziell deren einwandfreie Identifizierung giinzlich 
aussichtslos, weil die Menge des Esterriickstandes eine viel zu 
ceringe war. 

Besondere Portionen der Dialysate, des unverdauten Restes 
und des Phosphorwolframsiiureniederschlages dienten zur Aus- 
fiihrung bestimmter qualitativer Reaktionen. Zuniichst wurde 
durch Eindampfen von 100 cem des Dialysates der Trocken- 
riickstand bestimmt. Zur Bestimmung der dialysierbaren, durch 
Phosphorwolframsaéure nicht fillbaren Produkte wurden je 
50 ccm des Dialysates mit Phosphorwolframsiiure — sorgfiiltig 
cefiillt, im Filtrat der Féllung der geringe UberschuB an Phos- 
phorwolframsiiure mit Baryt entfernt und nach dem Absaugen 
und Abpressen das Filtrat von tiberschiissigem Baryt quantitativ 
mit Schwefelsiure befreit. Das Filtrat und die Waschwiisser 
vom Baryumsulfatniederschlag wurden nun auf das urspriingliche 
Volumen eingeengt und nach Entnahme von 5 cem zu quali- 
lativen Reaktionen, der Rest zur Trockene verdampft, gewogen 
und dann verascht. Das Gewicht der Asche wurde vom Trocken- 
riickstand abgezogen. 

Der Riickstand des nicht dialysierbaren Teiles wurde in 
einem aliquoten Teil desselben ebenfalls durch Eindampfen, 
Trocknen und Wigen bestimmt. Zur Priifung der qualitativen 
Kigenschaften des nicht dialysierbaren Teiles wurden ebenfalls 
wliquote Teile aus den verschiedenen Portionen immer auf 
dusselbe Volumen gebracht. 

Die einzelnen Verdauungsportionen verhielten sich fol- 
gendermafen : 


1) Dicee Zeitschrift, Bd. XLVI. S. 52, 190d. 
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A, 

Verdaut vom 12. V. 10 Uhr vormittags bis 13. V. 10 Ubp 
vormittags (1 Tag), 

Nicht verdauter, beziehungsweise durch Hitze koagulier- 
barer Teil: ca. 40 g. 

Dialysiert vom 13. V. bis 22. V. 

Das Dialysat war strohgelb, stark sauer und gab eine positive 
Millonsche Reaktion; die Reaktionen auf Tryptophan (sowoh! 
mit Bromwasser, wie auch mit Glyoxylséure und Schwefelsiiure 
fielen ebenfalls positiv aus. Auch Biuretreaktion war vorhanden, 

Trockenriickstand des Dialysats . . . . . . . 1425 g. 

Durch Phosphorwolframsiure wurden aus 2 | des Dialy- 
sats 92,0 ¢ Phosphorwolframate gefallt, welche mit Natronlauge 
und Bleiacetat gekocht deutliche Schwefelbleireaktion gaben. 

Nach der Phosphorwolframsiiurebehandlung war die Fliissig- 
keit farblos, die Biuretreaktion nahm einen stark blaulichen Farben- 
ton an, dieBromwasserreaktion wurde abgeschwiicht: sonst zeizte 
die Losung dieselben Eigenschaften wie vor der Fiillung. 

Trockenriickstand des Dia- 
lvsats nach der Phosphorwolfram- 
siurebehandlung ...... . 41,7 g 

Davon Tyrosin ..... 3,2 g (78,49/o der Theori 

Glutaminsaure. . . 1,1 g ( 4,3° 0 der Theorie 

Andere dialysierbare, durch 
Phosphorwolframséure nicht fall- 
bare Substanzen , ...... SV,4 g 

Vom Dialysat durch Phosphorwolframsiure fallbar 100,% ¢. 

Der nicht dialysierte Teil der Fliissigkeit war kaum etwas 
gelblich gefiirbt, reagierte gegen Lakmus stark sauer und gal 
eine schOne rotliche Biuretreaktion. Die Reaktionen mit Brom- 
wasser, Glyoxylsiiure und Millons Reagens fielen negativ aus. 
Kine eingeengte Probe gab beim Kochen mit Natronlauge und 
Bleiacetat starke Schwefelbleireaktion. 

Trockenriickstand des nicht dialysierbaren Teiles 8,6 ¢. 

Summe der Riickstiinde vom Dialysat und nicht dialysier- 
baren Teil (den vor der Dialyse abgeschiedenen Niederschiag 


nicht mitgerechnet). ....« *»s ees se «+ 6 « boa 
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b. 
Verdaut vom 12. V. bis 13. V. (2 Tage). 


Nicht verdauter, beziehungsweise durch Hitze koagulier- 


barer Rest: ca. 16 g. 

Diaiysiert vom 14. V. bis 23. V. 

Das Dialysat war dunkler als bei A, reagierte schwach 
sauer und gab ebenfalls positive Millon-, biuret-, Bromwasser-, 
Glyoxylsiiure- und Schwefelblei-Reaktion. 

Trockenriickstand des Dialvsats ... . . . . 161,5 g. 

Durch Phosphorwolframsiiure sind aus 21 Dialysat 106.0 g 
Phosphorwolframate ausgefallen, welche nach der Aufspaltung 
mit Natronlauge mit Millons Reagens eine ganz schwache 
Rotung, mit Bleiacetat eine deutliche Schwefelbleifiillung gaben. 

Nach der Phosphorwolframsiiurebehandlung zeigte die 
Fliissigkeit dieselben qualitativen Eigenschaften wie bei A. 

Trockenriiekstand des Dia- 
ivsats nach der Phosphorwolfram- 
siiurebehandlung ..... .. 461 ¢ 

Davon Tyrosin.... . 4,0 g¢ (97,9°%/o der Theorie) 

Glutaminséiure . . 1,9 g ( 7,4°%/o der Theorie) 

Andere dialysierbare, durch 
Phosphorwolframsaure nicht fall- 
bare Substanzen ....... 40,28 

Vom Dialysat durch Phosphorwolframsaure fallbar 115,4 

Der nicht dialysierbare Teil war schwach sauer, gab eine 


g, 
sehr schwache, bliuliche Glvyoxylsiiurereaktion, sonst zeigte er 
dieselben qualitativen Eigenschaften wie A. 

Trockenrtickstand des nicht dialysierbaren Teiles: 16,2 g. 

Gesamtriickstand vom dialysierten und nicht dialysierten 
Teil: 177,7 g. 

Cc. 

Verdaut vom 12. Y. bis 16. V. (4 Tage). 

Nicht verdauter, beziehungsweise durch Hitze koagulier- 
barer Rest: ca. 18 g. 

Das Dialysat war dunkler als bei B, zeigte eine schwiachere 
bromwasserreaktion, es hatte sonst dieselben qualitativen Eigen- 
schaften wie B. 
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Trockenriiexsiangd . ..s+6s6 sss «+ » «© s » £88,1 ¢. 

Phosphorwolframsiiure bewirkte aus 2 | des Dialysats 
eine Fiillung von 131,5 g, welche nach der Aufspaltung mit 
Natronlauge eine ganz schwache Millonsche und eine deutliche 
schwefelbleireaktion zeigte. 

Nach der Phosphorwolframsiiurebehandlung gab die schwach 
gelblich gefiirbte, saure Fliissigkeit mit Bromwasser eine etwas 
stiirkere Farbenreaktion als die entsprechenden Portionen von 
A und b. Die Millonsche, Biuret- und Glyoxylsaurereaktion 
fielen in derselben Intensitit aus wie bei B. 

Troekenrtickstand des Dia- 
lysats nach der Phosphorwolfram- 


siiurebehandlung . . . . . . . 69.8 ¢ 
Davon Tyrosin . . .. . 40 g (97,9°/o der Theorie) 
Glutaminsiure. . . 2,8 g (10,9°%/o der Theorie) 


Andere dialysierbare, durch 
Phosphorwolframsiiure nicht fiill- 
bare Substanzen . . ... . . 63,0 g 

Vom Dialysat durch Phosphorwolframsiure nicht fallbar : 
102.3 g. 

Der nicht dialysierbare Teil war hellgelb, schwach sauer, 
gab eine schéne Biuretreaktion in der gleichen Intensitat wie 
bei A und Bb. Die Schwefelbleiprobe fiel dagegen bedeutend 
schwiicher aus, Millonsche-, Bromwasser- und Glyoxylsiure- 
reaktionen gaben ein vOllig negatives Resultat. 

Trockenriickstand des nicht dialysierbaren Teiles: 9,5. g. 

Gesamtriickstand vom dialysierten und nicht dialysierbaren 
Teil: 181,6 g. 

D. 

Verdaut vom 15. V. bis 23. V. (8 Tage). 

Nicht verdauter, beziehungsweise durch Hitze koagulier- 
barer Rest: ca. 12 g. 

Aus der Fliissigkeit hatte sich bei Korpertemperatur in 
eliinzenden weifben Nadeln Tyrosin ausgeschieden. Dieses loste 
sich beim Aufkochen des Verdauungsgemisches vollkommen aul 
und fiel dann im Filtrat wieder aus. Vor der Dialyse wurde 
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es auf einem Filter gesammelt, gereinigt, getrocknet und ge- 
wogen. Seine Menge betrug 1,7 g. 

Das Filtrat wurde vom 24. V. bis 2. VI. dialysiert. 

Das Dialysat war dunkler als bei C, gab etwas schwiichere 
Bromwasser-, dagegen etwas stiirkere Glyoxylsiiurereaktion als 
6, sonst stimmten die qualitativen Eigenschaften mit letzterem 
iiberein. 

Trockeuriickstemd 4. « «. «s+ « » acardhe a soe 

Durch Phosphorwolframséure wurden aus 2 | des Dialysats 
129,5 g Phosphorwolframate gefallt, welche nach dem Aufspalten 
mit Natronlauge mit Millons Reagens eine Spur von rotlicher 
Firbung und deutliche Schwefelbleireaktion gaben. 

Nach der Phosphorwolframsiiurebehandlung zeigte die 
Fliissigkeit dieselben qualitativen Eigenschaften wie C. 

Trockenriickstand des Dia- 
lysats nach der Phosphorwolfram- 
siurebehandlung . ..... . 69,0 ¢ 

Davon Tyrosin (die vor der 
Dialyse ausgeschiedene Menge mit- 


gerechnet). . . . . . ee ee) 649 g (109,29/oder Theorie) 


JQ 


Glutaminsiure . . .. . 8,0 g ( 31,1° oderTheorie) 
Andere dialysierbare, durch 
Phosphorwolframsiure nicht fall- 
bare Substanzen ....... 56,7 g 
Vom Dialysat durch Phosphorwolframsiure fillbar 104,9 g. 
Der nicht dialysierbare Teil war etwas stirker gefiirbt 
als bei C, reagierte schwach sauer, gab eine Spur Glyoxyl- 
sadurereaktion. Bromwasser- und Millonsche Reaktion fielen ne- 
gativ aus. Die Biuretreaktion zeigte dieselbe Intensitiit und 
denselben Farbenton wie bei den friiheren Portionen. Dagegen 
war die Schwefelbleireaktion, den friiheren Proben gegeniiber, 
beinahe vollig negativ. 
Trockenrtickstand des nicht dialysierbaren Teils: 9,3 g. 
Gesamtriickstand vom dialysierten und nicht dialysierten 
Teil: 184,2 g. 








Emil Abderhalden und Béla Reinbold, 


KE. 

Verdaut vom 24. V. bis 9. VI. (16 Tage). 

Am 6. Tage der Verdauung schied sich in éihnlicher Weise 
wie bei D Tyrosin aus; die Kristalle gingen am 10.—12. Ver- 
dauungstag wieder vollig in Lésung und lieBen sich auch nicht 
mehr abscheiden. 

Nicht verdauter, beziehungsweise durch Hitze koagulier- 
barer Rest ca. 3 g. 

Dialysiert vom 12. VI. bis 21. VI. 

Das Dialysat war dunkler als bei D, reagierte schwach 
sauer, gab eine sehr schwache bromwasser- und Glyoxylsiiure- 
reaktion, dagegen eine positive Millonsche und Biuretreaktion in 
sleicher Intensitiit wie bei den friiheren Portionen. Die Schwefel- 
bleireaktion fiel ebenfalls positiv aus. 

Trockenrtickstand .....*..e-s«e. 41701 ¢ 

Durch Phosphorwolframsaure wurden aus 2 | des Dialysats 
125 g Phosphorwolframate gefallt. Diese zeigten nach der Auf- 
spaltung eine positive Schwefelbleireaktion und eine merklich 
stiirkere Millonsche Reaktion als bei den friiheren Portionen. 
Nach der Phosphorwolframsaurebehandlung war die Fliissigkeit 
farblos, reagierte sauer und gab positive Millonsche, Biuret-, 
Bromwasser- und Glyoxylsdurereaktionen. 

Trockenriickstand des Dialysats nach der Phos- 
phorwolframsiiturebehandlung . . . . 0... ee ee 17,6 8 

Aus dieser Fliissigkeit ist bei dem Einengen, trotz der 
vorhandenen stark positiven Millonschen Reaktion kein Tyrosin 
ausgefallen. Um die Ursache dieser Erscheinung zu_priifen, 
haben wir eine andere Portion des Dialysats stark eingeengt 
und mit Alkohol wiederholt gefallt. Die dureh Alkohol aus- 
gefiillten Substanzen gaben gar keine oder nur ganz geringe 
Millonsche Reaktion. Zum SchluB wurde ein in absolutem 
Alkohol und in Wasser loslicher, sirupartiger, nicht kristalll- 
sierender Riickstand gewonnen, welcher sauer reagierte und 
gegen Millons Reagens wie Tyrosin sich verhielt. Aus diesem 
Riickstand konnte weder durch eine probeweise vorgenom- 
mene Schwefelsiiurehydrolyse, noch durch Phosphorwolfram- 
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siurebehandlung kristallinisches Tvrosin gewonnen werden. Da 
weitere Untersuchungen tiber diesen Gegenstand nicht moég- 
lich waren, konnten wir die Frage, ob es sich hier um eine 
Zersetzung des Tyrosins oder um eine Salzbildung mit basen 
handelt, nicht entscheiden. Eine ganz ahnliche Beobachtung 
hatten wir schon friither, jedoch erst nach 54tigiger Verdauung 
gemacht. Da nach dieser Zeit das Pankreasferment bereits 
wenig wirksam ist, darf wohl kaum angenommen werden, dah 
die Umwandlung des Tyrosins auf eine Wirkung dieses Fer- 
mentes zuriickzufiihren ist. Wir vermuten viel eher, daf trotz 
der grofHen Sorgfalt und der bestiindigen Kontrolle der Ver- 
dauungsfliissigkeiten, wenn auch vielleicht nur fiir kurze Zeit, 
der Toluolgehalt nicht ausreichte, um die Verdauungstfliissig- 
keit steril zu halten. Eine Bildung von Oxyphenylathylamin 
ist nach unseren Beobachtungen als ausgeschlossen zu_ be- 
trachten. SchlieBlich muB noch auf die Moglichkeit irgend- 
welcher sekundirer Synthesen hingewiesen werden. Vielleicht 
ist in diesem Sinne der hdhere Gehalt des Phosphorwolfram- 
siiureniederschlages an Substanzen, welche die Millonsche 
Reaktion gaben, zu deuten. Andererseits ist zu bedenken, 
dafi es nicht gelungen ist, durch Saurehydrolyse Tyrosin zur 
Abscheidung zu bringen. Auf die Tyrosinbestimmung mubte 
aus den genannten Griinden bei dieser Portion verzichtet 
werden. 

Trockenriickstand des Dialy- 
sats nach der Phosphorwolfram- 
siurebehandlung ....... V/6g 

Davon Glutaminséure, . . 15,5 

Andere dialysierbare, durch 
Phosphorwolframséure nicht féll- 
bare Substanzen, samt Tyrosin 
oder dessen Zersetzungsprodukt . 62,1 g 

Vom Dialysat durch Phos- 
phorwolframsiiure fallbar. . . . 92,5 g. 

Der nicht dialvsierbare Teil war hellbraun gefiirbt, reagierte 
schwach sauer und gab eine Spur von Millonscher Reaktion. 
Die Biuretreaktion fiel ebenso intensiv aus, wie in den friiheren 


~ 


JQ 


(60,2°/o der Theorie) 
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Emil Abderhalden und Béla Reinbold, 


Portionen. Die Bromwasser-, Glyoxylsiiure- und Schwefelblei- 
proben hatten ein negatives Resultat. 

Trockenriickstand des nicht dialysierbaren Teiles = 13,5 ¢ 
Gesamtriickstand vom. dialysierbaren und _ nicht 
Gialysierbaren Teil. . .... +s «2 © © » «+ » » 183,68 

Der besseren Ubersichtlichkeit halber fassen wir sowoh! 
die beobachteten qualitativen Eigenschaften der Verdauungs- 
gemische, wie auch die quantitativ ermittelten Zahlen in den 
folgenden zwei Tabellen zusammen. 

Den vorliegenden Tabellen ist wenig beizufiigen. Sie 
zeigen klar und deutlich, dab mit der Dauer der Verdauung 
unter gleichen Bedingungen die mit Phosphorwolframsiiure 
nicht fiillbaren, dialysierbaren Produkte zunehmen. Die fill- 
baren Substanzen zeigen kein so einfaches Verhalten. Sie 
steigen anfangs, um dann allmihlich wieder abzufallen. Tyrosin 
wird auberordentlich rasch und sehr vollstindig abgespalten. 
schon am zweiten Tage ist fast alles Tyrosin als solches isoliert 
worden. Ganz anders verhiilt sich die Glutaminsaéure. Ihre 
Menge steigt stetig fortwihrend an wihrend der ganzen Dauer 
der Verdauung. Am 16. Tage waren ungefiihr ?/3 der ge- 
samten Glutaminsiiure abgeschieden. Ebenso diirften sich die 
lbrigen aufgefundenen Aminosiiuren, wie Leucin, Alanin, 
Asparaginsaiure, verhalten. Tryptophan scheint auch sehr rasch 
und vollstindig abgespalten zu werden. Offenbar wird es jedoch 
allmihlich in irgend einer Weise umgewandelt. 

Wir sind uns wohl bewubt, dafi unsere Versuche nicht 
ohne weiteres auf die Vorgiinge bei der natiirlichen Verdauung 
lubertragen werden diirfen. Wir beabsichtigen deshalb auch, 
ganz entsprechende Versuche an Hunden mit Magen- und Darm- 
fisteln auszufiihren, und vor allem wird es unser Ziel sein, die 
bereits in Angriff genommenen Versuche, die komplizierteren 
Produkte der Verdauung einer genaueren Untersuchung zu unter- 
ziehen, auch auf natiirliche Verhiiltnisse auszudehnen, um so 
allmiihlich einen klareren Einblick in das eigentliche Wesen 
der Verdauung der Eiweibkorper zu erhalten. 
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Bezeichnung der Portion 


1. und Dauer der Ver- 
dauung 
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Dafi der fermentativen Aufspaltung der Eiweibkorper nicht 
allein die Rolle zukommt, die nicht diffundierbaren Proteine 
resorbierbar zu machen, ist fiir uns ganz klar. Der wesent- 
liche Effekt der ganzen Verdauung ist offenbar der, die ver- 
schiedenartigsten Kiweibkorper assimilationsfiihig zu machen. 
Wie der eine von uns’) bereits ausfiihrlich dargelegt hat, kann 
man sich bei dem qualitativ so ahnlichen Aufbau der verschie- 
denen Eiweibkorper durch einen verschiedenartigen und mehr 
oder weniger weitgehenden stufenartigen Abbau sehr wohl eine 
Umwandlung des «fremden» in «eigenes» Eiweif vorstellen. Dab 
der Abbau sehr weit gehen kann und dennoch die Gesamtheit 
der Abbauprodukte Verwertung findet, geht aus den von dem 
einen von uns in Gemeinschalft mit P. Rona?) ausgefiihrten 
Versuchen hervor. 


') Emil Abderhalden, Abbau und Aufbau der Eiweifkérper im 
tierischen Organismus, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 17, 1905. 

*) Emil Abderhalden und Peter Rona, Uber die Verwertung 
der Abbauprodukte des Caseins im tierischen Organismus, Diese Zeit- 


schrift, Bd. XLIV, S. 198, 1905. 








Das Verhalten des Glycyl-l-Tyrosins im Organismus des Hundes 
bei subkutaner Einfiihrung. 
Von 


Emil Abderhalden und Peter Rona. 


(Aus dem J, Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 
Der Redaktion zugegangen am 19, August 1905. 


Die Versuche von Emil Fischer und Emil Abder- 
halden?) haben gezeigt, dab die verschiedenartigen kiinstlichen 
Peptide einrecht verschiedenes Verhalten gegeniiber dem Pankreas- 
saft des Hundes zeigen. Wihrend die einen, wie z. b. die Ty- 
rosin- und Cystinpeptide, recht rasch gespalten werden, wider- 
stehen andere der Einwirkung des Pankreasfermentes vollstiin- 
dig. Von besonderem Interesse war das Verhalten der racemischen 
Peptide, welche (mit Ausnahme der Glycinketten) in vielen Fiillen 
asvmmetrisch abgebaut wurden. Es schien uns nun von Interesse, 
zu verfolgen, ob der tierische Organismus den Peptiden gegen- 
iiber bei parenteraler Einfiihrung derselben ein aéhnliches Ver- 
halten zeigt, wie dies bei der Einwirkung des Pankreassaftes 
beobachtet worden ist. In diesem speziellen Falle verfolgten 
wir noch ein anderes Problem. Bei der Alkaptonurie = sollen, 
wie jetzt wohl allgemein angenommen wird, Tvrosin und auch 
Phenylalanin (Langstein und Falta) als Homogentisinsidure im 
Harn ausgeschieden werden. Wie Falta nachgewiesen hat, 
ist dies nicht nur der Fall fiir eingefiihrtes Phenylalanin und 
Tyrosin, sondern es gilt dies auch fiir die im Fiweif enthaltenen 
aromatischen Gruppen, und zwar sollen diese fast quantitativ, 
jedenfalls zum groften Teil als Homogentisinsiiure im Harn er- 
scheinen. Diese Beobachtungen méchten wir nun dazu benutzen, 

1, Sitzungsberichte der kgl. Preufiischen Akademie der Wissen- 
schaften, Bd. X, 1905, und Diese Zeitschrift, Bd. LXVI, S. 52, 1905. 
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um die Frage zu entscheiden, in welchen Kombinationen Phenyl- 
alanin und Tyrosin im Eiweibmolekiil vorhanden sind. Wenn 
es gelingt, Peptide darzustellen, welche Phenylalanin resp. Tyrosin 
enthalten, und die beim Alkaptonuriker keine Steigerung der 
Homogentisinsiiureausscheidung bewirken, wahrend andere Kom- 
binationen eine solche herbeifiihren, so muf uns dieses Ver- 
halten ein weiteres biologisches Mittel an die Hand geben, um 
aus der groben Anzahl der méglichen Kombinationen von Amino- 
siiuren die den natiirlich vorkommenden entsprechenden auszu- 
wiihlen. Diese Untersuchungen sind bereits in Gemeinschait mit 
Herrn Dr. O. Rostoski in Wiirzburg in Angriff genommen 
worden. 

Als Vorversuch haben wir festzustellen gesucht, ob der 
normale Organismus imstande ist, die in Betracht kommenden 
Peptide abzubauen. Vorlaufig sind erst die Versuche mit dem 
Glyeyl-l-Tyrosin zum AbschluB gebracht. Es liegt dies daran, 
dai diese Untersuchungen wegen der schwierigen und = zeit- 
raubenden Beschaffung des Ausgangsmateriales éuferst miih- 
sam sind. 

Die Darstellung des Glycyl-l-Tyrosins erfolgte nach der von 
EK. Fischer?!) beschriebenen Methode. Das verwendete Tyrosin 
stammte zum Teil aus Seide, zum Teil aus Casein. 

9 ¢ |-Tyrosin wurden in 100 cem Normalnatronlauge ge- 
lost, in einer Kiiltemischung abgekiihlt, nun abwechselnd unter 
starkem Schiitteln 6,2 g¢ Chloracetylechlorid und 50 com Normal- 
natronlauge zugefiigt und nach Vollendung der Reaktion mit 
4) cem Salzsiiure versetzt. Vom sehr oft wahrend der Reaktion 
ausfallenden Tyrosin wurde abfiltriert, dann die Losung im 
Vacuum zur Trockene verdampft, und der Riickstand mit heifem 
(reinem!) Aceton extrahiert. Beim Abdunsten des Acetons 
kristallisiert das Chloracetyl-l-Tyrosin aus. Zur weiteren 
Reinigung wird es aus heifem Wasser umkristallisiert. Das 
vereinigte Produkt la6t man mit der fiinffachen Menge von 
25°/oigem Ammoniak bei gewohniicher Temperatur 5 Tage 
lang stehen, dampft dann die Flissigkeit auf dem Wasserbade 
slark ein und giebt sie nun unter stetem Umriithren in ab- 

‘) Berichte d. Deutsch. chem. Gesellsch., Jg. XXXVI, S. 2493, 1904, 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. XLVI. 12 
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soluten Alkohol, wobei das Dipeptid in weifBen Flocken aus- 
fallt. Durch zwei bis dreimaliges Lésen in wenig Wasser und 
Fallen mit Alkohol erhaélt man das Produkt chlorfrei. Aus- 
beute 65°/o der Theorie. 

Da das Glycyl-l-Tyrosin so auferordentlich leicht durch 
Pankreasferment angegriffen und in seine Komponenten zerlegt 
wird,!) schien es uns tberfliissig, Versuche mit per os verab- 
folgtem Peptid auszufiihren. Wir gingen deshalb sofort zur 
subkutanen Einfiihrung tiber. Der 7 kg schwere Hund erhie|t 
wihrend 7 Tagen 15 g Glyeyl-l-Tyrosin. Der Urin wurde stets 
sorgfiiltig gesammelt und am dritten und siebenten Tage genau 
auf Tyrosin und Glycocoll resp. Peptid untersucht. Der Urin gah 
mit Millons Reagens schon vor dem Beginn des Versuches 
eine eigentiimliche, ziegelrote Fiillung. Sie trat sofort in der 
Kiéilte auf und verschwand sehr rasch beim Erwiirmen. Diese 
Reaktion zeigte sich im gleichen Mafe wiihrend der ganzen 
Dauer des Versuches. Die gesammelten Harnmengen wurden 
zuniichst mit Bleiacetat entfirbt, im Filtrat das Blei mit Schwefel- 
wasserstoff entfernt, und das Filtrat vom Bleisulfid stark ein- 
geengt. Es schieden sich wohl Kristallmassen aus, Tvyrosin 
lie} sich jedoch nicht isolieren. Glycocoll und Tyrosin lieben 
sich auch deshalb ausschlieben, weil der Versuch, mit B-Naphtalin- 
sulfochlorid aus dem entfiairbten und unentfiirbten Harn ein 
Derivat zu gewinnen, jedesmal vollig negativ ausfiel. Es dart 
deshalb geschlossen werden, daB das subkutan  eingefiihrte 
Glycyl-l-Tyrosin véllig abgebaut worden ist. Weitere Unter- 
suchungen miissen zeigen, in welcher Weise dieser Abbau 
erfolgt. Wir beabsichtigen, vor allem die Harnstoffbildung zu 
verfolgen. Beim vorliegenden Falle wurden diese Untersuchungen 
durch die groben Schwankungen in der Stickstoffausscheidung, 
die schon vor dem eigentlichen Versuche bestanden und _ nicht 
zu beseitigen waren, leider vereitelt. 


') EK. Fischer und E. Abderhalden, l. c. 











Die Zusammensetzung des <Eiwei§» von Aspergillus niger 
bei verschiedener Stickstoffquelle. 
Von 


Emil Abderhalden und Peter Rona. 


(Aus dem I, Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 19. August 1905.) 


Es ist schon wiederholt die Frage aufgeworfen worden, 
ob das «Kérpereiweif» durch diufere Einfliisse, wie Hunger ete., 
so beeinfluBt werden koOnne, dab es seine Zusammensetzung 
iindert, d. h. mit anderen Worten, es ist die Méglichkeit erwogen 
worden, ob das Eiweifmolekiil unter bestimmten Bedingungen 
gewisse Gruppen oder auch einzelne seiner Bausteine abgeben 
kann, ohne daf das gesamte Molekiil vollig zerfallt. Die Moig- 
lichkeit eines derartigen partiellen Abbaues ist a priori besonders 
im Hinblick auf die von dem einen von uns in Gemeinschaft 
mit Béla Reinbold!) ausgefiihrten Untersuchungen wohl zu- 
zugeben. Andrerseits muf hervorgehoben werden, dali ein ein- 
wandfreier Beweis eines solchen nur einzelne Aminosiuren 
betreffenden Abbaues bis jetzt nicht erbracht ist. Gegen alle 
Schlubfolgerungen dieser Art ist stets einzuwerfen, daf eine 
Verarmung eines Organes an bestimmten Aminosiiuren ihre 
Krklarung darin findet, dai von den verschiedenen Eiweibarten 
eines Organes gerade diejenigen abgebaut worden sind, welche 
die betreffenden Aminoséuren in besonders reichlichem Mabe 
enthalten hatten. Erst wenn es gelingt, aus bestimmten Organen 
wohl] charakterisierte EiweiBarten zu isolieren und dann deren 
Verhalten unter verschiedenen Bedingungen zu verfolgen, wird 
man die Frage, ob tatsachlich ein partieller Eiweibabbau in 
den Geweben statthat, einwandfrei entscheiden kénnen. 


!) Diese Zeitschrift. Bd. XLIV, S. 284, 1905, und Bd. LXVI, 
S. 159. 1905. 
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Emil Abderhalden und Peter Rona, 


Bei der vorliegenden Untersuchung hat uns die Frage 
beschiiftigt, ob es moglich ist, die Eiweifibildung von Pilzen 
dadurch zu beeinflussen, dai die Stickstoffquelle verschieden 
gewahlt wird. Bestimmte Aminosiiuren lassen sich quantitativ 
bestimmen, so das Tyrosin und die Glutaminsiiure. Diese beiden 
hatten wir auch gewihit, um in die Zusammensetzung der 
EiweiBsubstanzen einen Einblick zu erhalten. Leider stellten 
sich der Bestimmung dieser Aminosiiuren uniiberwindliche Schwie- 
rigkeiten entgegen. Tyrosin bildete der zur Kultur verwendete 
Pilz Aspergillus niger tiberhaupt nicht. Die Abscheidung der 
Glutaminsiure als Chlorhydrat aus der Hydrolysenfliissigkeit 
war wegen der kleinen Mengen gegeniiber den grofien Salz- 
massen und den iibrigen organischen Substanzen unmdglich. 
Wir mubten uns deshalb begniigen, mit Hilfe der Estermethode 


mehr qualitativ die einzelnen Aminoséuren zu bestimmen. Die 
aulfallende Ubereinstimmung der Mengen der einzelnen isolierten 


Aminosiduren bei den drei verschiedenen Kulturen macht es 
sehr wahrscheinlich, dab Aspergillus niger stets dieseiben Ei- 
weifisubstanzen gebildet hat, und somit die Eiweibbildung durch 
die Art der Stickstoffquelle sich nicht beeinflussen [abt. 

Die nachfolgenden Versuche sind mit Aspergillus niger 
ausgefiihrt worden. Als allgemeine Niihrlésung verwandten wir 
die von F. Czapek!) angegebene: 1000 ¢ destilliertes Wasser, 
0.5 g Magnesiumsulfat, 1,0 g KH,PO,, 0,5 g Kaliumehlorid, 
O,OL g Ferrosulfat und 3°/o Rohrzucker. Zu dieser LOsung kam 
nun als Stickstoffquelle: 1. 1°/o Kaliumnitrat. 2. 1°/o Gly- 
cocoll. 3. 1% o Glutaminsaure. Das verwendete Glycocoll 
war teils von Kahlbaum bezogen, teils aus Seide und Leim 
gewonnen. Die Glutaminsiiure isolierten wir als Chlorhydrat 
aus dem Gliadin. Zur Darstellung der freien Siure wurde 
das Chlorhydrat in Wasser gelést, die Lésung durch Kochen 
mit Tierkohle entfirbt, dann die Fliissigkeit auf ein bestimmtes 
Volumen gebracht, und nun in einem aliquoten Teil der Gehalt 
an Salzsiiure titrimetrisch bestimmt. Nun wurde zur gesamten 


') F. Czapek, Untersuchungen iiber Stickstoffgewinnung und Ei- 
weihbildung der Pflanzen, Hofmeisters Beitriige, Bd. I, S. 542, 1902. 
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Fliissigkeit die berechnete Menge von zehnfach Normalnatron- 
lauge gesetzt und durch fraktionierte Kristallisation die freie 
Glutaminsiiure gewonnen. 

Die Kulturen setzten wir in mit Wattepfropfen abge- 
schlossenen Erlenmeyer-Kolben an, nachdem die Niihrlésung 
durch wiederholtes langes Aufkochen zuvor sterilisiert worden 
war. Nach 2—3tagigem Verweilen im Brutraum erschienen bei 
allen drei Kulturen die ersten zarten Rasen, die innerhalb einer 
Woche zu einer die ganze Oberfliiche bedeckenden dichten 
Decke zusammenflossen. In einzelnoen Fillen erfolgte kein 
Wachstum. Es ist uns nicht gelungen, die Ursache dieses Mib}- 
erfolzes genugend exakt aufzukliren. Wir vermuten, daf in 
diesen Fallen die Sterilisation keine geniigende war. In einigen 
Killen geniigte eine Erneuerung der Pilzkulturen, um das Wachs- 
tum anzuregen. 

Zeigten sich somit alle drei NihrbOden fiir geeignet, so 
ergaben sich doch, je nach der Art der Stickstoffquelle, bestimmte 
Unterschiede im Wachstum. Auf dem Glycocoll wuchs der Pilz 
am besten. Auf 1 ¢ Glycocoll kam etwa 1 ¢ Pilztrockensubstanz. 
Das Mvcel war dick, hornartig, oft gelblich gefiirbt und stark 
gewulstet, wahrend auf der Glutaminsaure- und dem Kalium- 
nitrat-Nihrboden das Mycel diinner und glatt blieb. Die Aus- 
beuten an Pilz waren auch geringer (etwa '!/2—?/s g Pilztrocken- 
riickstand auf 1 g Glutaminsiiure resp. 1 g Kaliumnitrat). Genauere 
Jestimmungen haben wir nicht ausgefiihrt, weil verschiedene 
Umstiinde diese Unterschiede bedingen konnten. Vor allem 
hitte auch der verschiedene Stickstoffgehalt der einzelnen Nihr- 
losungen in Betracht gezogen werden miissen. 

Nach 7—10 Tagen wurden jeweils die Pilzrasen entfernt, 
sehr griindlich mit destilliertem Wasser abgewaschen, im 
Trockenschrank bei 100° getrocknet, dann zerkleinert und je 
einen Tag mit Alkohol und dann im Soxhlet mit Ather extra- 
hiert. Die so vorbereitete Pilzmasse wurde nun an der Luft 
und dann zwei Stunden bei 100° getrocknet und nach genauer 
Wigung in einem aliquoten Teil der Stickstoffgehalt nach 
Kjeldahl bestimmt. Die mehrfach ausgefiihrten Bestimmungen 
gaben wenig abweichende Zahlen: 


Emil Abderhalden und Peter Rona, 


. Nitratpilz: 3,68°%o N 
2. Glycocollpilz: 3,85 °'o 
3. Glutaminsiurepilz:  3,52° 0 


1. Hvdrolyse der Nitratpilze. 


d00 g Aspergillus niger wurden mit der 10fachen Menge 
25° oiger Schwefelsiure 16 Stunden am _ RiickfluBkihler ge- 
kocht, dann unter Zusatz von Tierkohle noch eine Stunde 
weiter erhitzt, filtriert und im Filtrat nach wiederholtem Aus- 
kochen der ungelésten Massen und der Tierkohle und Ver- 
einigung dieser Ausziige mit diesem die Schwefelsiure quanti- 
tativ mit Baryt gefallt. Der scharf abgeprefbte Niederschlag 
wurde wiederholt mit Wasser ausgekocht, die vereinigten 
Fliissigkeiten auf dem Wasserbade stark eingeengt, dann genau 
das Volumen bestimmt, und nun in einem aliquoten Teile der 
Trockenriickstand und der Aschegehalt bestimmt. Ersterer be- 
trug 222.6 g, letzterer 7,2°/o. Die Flissigkeit gab keine 
Millonsche Reaktion. Wahrend des Einengens schieden sich 
fortwihrend aus der zuerst ganz hellgelben Fliissigkeit dunkel- 
braune Massen aus. Die Fliissigkeit selbst farbte sich mehr 
und mehr dunkel. Eine kristallinische Ausscheidung erfolgte 
nicht. Auch die im Vacuum auf 200 cem konzentrierte Losung 
gab keine Spur einer Millonschen Reaktion. Zur Abscheidung 
der Glutaminsiiure wurde in die stark eingeengte Losung, die 
schon sehr ziihfliissig war, gasfOormige Salzséure bis zur 
Siittigung eingeleitet. Es erfolgte Abscheidung anorganischer 
Salze. Glutaminsiiurechlorhydrat so zu gewinnen, war bei dem 
reichlichen Gehalt der Fliissigkeit an Salzen und organischer 
Substanz ganz aussichtslos. Wir beschlossen deshalb nach 
vielen vergeblichen Versuchen, die Veresterungsmethode anzu- 
wenden. Die Ausfiihrung war die tibliche. Um die Ester in 
Freiheit zu setzen, standen uns zwei Methoden zur Verfiigung. 
Wir wiahlten die alte, d. h. die Befreiung der Ester mit Alkali 
und Kaliumearbonat. Die andere Methode, die Ester durch 
die berechnete Menge Natriumiithylat zu befreien, war hier nicht 
angebracht, weil wir sonst einen grofien Teil der Salze und 
der gesamten organischen Substanz der Pilze mit in Losung 
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bekommen hiatten. Mit Hilfe der ersteren Methode hingegen 
erhielten wir durch Ausschiitteln mit Ather auSer den Amino- 
siiureestern nur wenig andere Verbindungen. Der Ather wurde 
wie Ublich abdestilliert, und die Ester fraktioniert destilliert. 
|. Fraktion bis 100° des Wasserbades und 15 mm Druck = 35 g 
IT. > » 105° » Olbades » O03 >» == 20> 
420} C105 > 200% > ~~ . 60> » att 

Die Verarbeitung der einzelnen Fraktionen erfolgte in der 
bekannten Weise. 

Aus Fraktion | konnte neben Alanin Glycocoll als 
Esterchlorhydrat vom Schmelzpunkt 144° (korr.) abgeschieden 
werden. 

Das Alanin gab folgende Analysenzahlen: 

0.1771 g Substanz gaben 0.2612 g CO, und 0,1231 g H,O 

Berechnet fiir C,H,NO, : Gefunden: 
40,45°/o C und 7,87°/0 H. 40,23°'o Co und 7,72°)0 H. 

Aus Fraktion II wurde Leucin gewonnen. Es zersetzte 
sich gegen 297° (korr.). 

0,1650 g Substanz gaben 0,3313 g CO, und 0,1500 g H,O 

Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden : 
54,96°/o CG und 9,92" 0 H. 54,76° 0 C und 10,1°/o H. 
a-Pyrrolidinecarbonsaure schien nicht vorhanden zu 
sein, wenigstens gelang es nicht, durch Auskochen der 2. Fraktion 
mit absolutem Alkohol etwas in Lésung zu bringen. Auch 
wurde der so charakteristische Pyrrolidingeruch nicht wahr- 
genommen. 

In der 3. Fraktion wurde zunichst auf Phenylalanin 
gefahndet, jedoch ohne Erfolg, dagegen konnten Glutamin- 
siure und Asparaginsiure nachgewiesen werden. FEstere 
war als Chlorhydrat isoliert worden. Die freie Siure wurde 
durch Kochen mit Bleioxyd dargestellt. 

0.1741 g Substanz gaben 0,1030 g H,O und 0,2595 g CO, 

Berechnet fiir C,H,NO, : Gefunden: 
40,81°Jo CG und 6,129 H. 40,65°Jo C und 6,57°Jo H. 

Die beiden niederen Fraktionen enthielten Spuren von 
intensiv riechenden Produkten, die sich leicht durch Kristal- 
lisieren aus Wasser entfernen lieBen. Was die Mengen der 
isolierten Produkte anbetrifft, so wurden von Glycocoll nur 
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Spuren aufgefunden, von Alanin 0,5 g, von Leucin 1,0 g, von 
Glutaminséure 0,5 g und von Asparaginsiiure 0,08 g. 


2. Hydrolyse der Glycocollpilze. 


Verwendet wurden 550g Pilze. Die Verarbeitung war 
ganz genau dieselbe, wie bei den vorigen Pilzen. Der gesamte 
Trockenriickstand nach der Hydrolyse und Entfernung der un- 
loshichen Produkte betrug 237,2 g, der Aschegehalt 6,9°/o. Die 
von der Sehwefelsiiure befreite Fliissigkeit gab deutliche Rot- 
firbung mit Millons Reagens. Beim Einengen der Lésung 
farbte sie sich mehr und mehr dunkel unter Ausscheidung 
brauner Krusten. Zu gleicher Zeit nahm die Millonsche 
Reaktion mehr und mehr ab und _ schlieBlich verschwand sie 
ganz. Wir versuchten auf mannigfache Art, etwa vorhandenes 
Tyrosin zu isolieren. Wir konnten jedoch keine Spur autf- 
finden. Auch hier gelang es nicht, Glutaminsiéure als Chlor- 
hydrat zur Abscheidung zu bringen. Wir veresterten deshalb 
auch hier. Die einzelnen Fraktionen wurden wie folgt abgegrenzt. 

Fraktion | bis 100° des Wasserbades und 15 mm Druck = 38,0 g 
[] , 105° Olbades » 03 » . == 19,0 
Hl 1055 1809 » » O8 >» 13,0 


to) 
esterchlorhydrat vom Schmelzpunkt 144°, ferner 0,25 g 
Alanin. 


Aus Fraktion I wurden gewonnen: 0,8 g Glycocoll- 


0.2012 ¢ Substanz gaben 02973 g CO, und 0,1411 g H,O 

Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 

45% C und 7,.87°/o H. 40),29°/o CG und 7,79°)o H. 
Fraktion II enthielt 0,26 ¢ Alanin und 1,2 g Leucin. 
0.1727 g Substanz gaben 0,3471 g CO, und 0,1580 g H,O 

Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden : 

54,96°/0 CG und 9,92°/o H. 54.81% C und 10,16°%o H. 
a-Prolin war nicht vorhanden. 
a-Aminovaleriansiiure dirfte héchst wahrscheinlich 

vorhanden gewesen sein, wenigstens stimmen die Analysen- 
zahlen einiger Kristallfraktionen mit Werten der Aminovalerian- 
siiure iiberein, andererseits miissen wir immer wieder daraul 
hinweisen, daf Analysenzahlen allein zur Identifizierung von 
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Aminosaéuren nicht ausreichen, weil zu leicht Gemische ein- 
heitliche Substanzen vortiiuschen koOnnen. 
Aus Fraktion II] wurden Glutaminsiiure (0.4 ¢) und 


Asparaginsaure (0,09 g) isoliert. Erstere ergab folgende 
Zahlen: 
0.1515 g Substanz gaben 0,2265 g CO, und 0,0822 g H,O 
Berechnet fiir C,H NO, : Gefunden : 


4M),81°/0 “is und 6,12 ° 0 H. 4M).78° o C und 6.03” 0 H. 
Phenylalanin konnte nicht nachgewiesen werden. 


3. Hydrolyse der Glutaminsiaurepilze. 


Hier standen uns nur 300 ¢ Pilz zur Verfiigung. Nach 
dem Filtrieren der Hydrolysenfliissigkeit enthielt sie 137,8 g 
Trockensubstanz und einen Aschegehalt von 7,8°/o. Bei der 
Destillation der Ester wurden folgende Fraktionen erhalten: 


Fraktion | bis 100° des Wasserbades und 15 mm Druck -= 19,0 g 
I » 105° » Olbades , OB» >» - 12.0 > 
[ll 105 » 180° » > >» OB . 4,5 » 


Aus Fraktion I konnte Glycocol! als Esterchlorhydrat 
abgeschieden werden, ferner Alanin (0,5 g). 

0.2024 g Substanz gaben 0,2991 g CO, und 01421 g H,O 

Berechnet fiir C,H,NO, : Gefunden : 

40,45°)0 G und 7,87°/0 H. 40,30°)o C und 7,80°o H. 
Fraktion II enthielt Leucin (0,75 g) und Alanin (0,2 g). 
0.1594 g Substanz gaben 0,3184 g CO, und 01426 g H,O 

Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 

54,9670 C und 9,92°/o H. 54,48°'o C und 9,94 ‘Jo H. 

Fraktion Il bestand aus Glutaminséure und Asparagin- 
siure. Ersteres wurde als Chlorhydrat abgeschieden. Pheny|- 
alanin wurde vergeblich gesucht. 

Somit konnten aus den Pilzen (Aspergillus niger) bei 
verschiedener Stickstoffquelle stets dieselben Aminosiuren isoliert 
werden. Gefunden wurden Glycocoll, Alanin, Leucin, 
Glutaminsiure und Asparaginsadure. Auffallend ist, dab 
von den aromatischen Eiweifspaltprodukten keines mit Sicher- 
heit aufgefunden werden konnte. Weder Tyrosin noch Phenyl- 
alanin konnten isoliert werden. Es muf dahingestellt bleiben, 
ob diese Gruppen tiberhaupt nicht gebildet werden oder aber nur 
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in geringer Menge vorhanden sind. Quantitative Bestimmungen 
konnten leider bei keinem einzigen Abbauprodukte aus den 
schon oben erorterten Griinden durchgefiihrt werden. Die 
Hauptfrage, ob der Pilz sein Eiweif ganz unabhangig von der 
Art der Stickstoffquelle bildet, ist nicht exakt entschieden. Die 
vorliegenden Beobachtungen sprechen allerdings sehr dafiir. 
Kine exakte Entscheidung wire auch nur dann mdglich, wenn 
es gelinge, aus den Pilzen eine bestimmte Eiweifart zu isolieren, 
Ungleichheiten in der Zusammensetzung des gesamten Pilz- 
eiweibes kénnten auch durch verschiedene Mengenverhialtnisse 
der verschiedenen Eiweifarten bedingt sein, denn _ vorlaufig 
haben wir kein Recht zu der Annahme, dai die Pilze nur 
einen einzigen Eiweifkorper besitzen. An diese Versuche 
kniipfen sich noch mancherlei Fragestellungen in bezug auf die 
Kohlehydrat- und Fettbildung. Wir hoffen in Balde unsere 
Beobachtungen nach dieser Richtung erweitern zu kOnnen. 














Das Verhalten von Cystin, Dialanylcystin und Dileucylcystin im 
Organismus des Hundes. 
Von 


Emil Abderhalden und Franz Samuely. 


(Aus dem I, chemischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. August 1905.) 


Das Verhalten des Cystins im tierischen Organismus ist 
schon wiederholt Gegenstand eingehender Untersuchungen ge- 
wesen.!) Unseren Versuchen lag der Gedanke zugrunde, fest- 
zustellen, ob freies Cystin und gebundenes Cystin ein verschiedenes 
Verhalten zeigen, und ob die Art der Bindung auf den Abbau 
von Einflu8 ist. Eimstweilen haben wir unsere Versuche nur 
auf die beiden durch Pankreassaft aufSerordentlich leicht spalt- 
baren?) Peptide: Dialanylcystin und Dileucyleystin ausgedehnt. 
Wir betrachten diese Untersuchungen nur als Vorversuche. Sie 
sind zum Teil unternommen worden, um spiiter, wenn ein ge- 
eignetes Versuchsobjekt sich findet, der Frage nach dem Wesen 
der Cystinurie naéher zu treten. Es ware von Interesse, fest- 
zustellen, ob der Cystinuriker zwischen dem einfachen Cystin 
und verschiedenartigen Cystinpeptiden einen Unterschied macht, 
d. h. ob er das eine Mal das Cystin glatt verbrennt, das andere 
Mal in mehr oder weniger grofBem Umfange unverandert wieder 
ausscheidet. 

‘) Vgl. L. Blum, Uber das Schicksal des Cystins im Tierkirper. 
Hofmeisters Beitrige, Bd. V, S. 1, 1903. — J. Wohlgemuth, Uber 
die Herkunft der schwefelhaltigen Stoffwechselprodukte im tierischen Or- 
ganismus. Diese Zeitschrift, Bd. XL, S. 81, 1903. — C. H. Rothera, 
Experiments on cystin and its relation to sulphur metabolism. Journal 
of Physiology, Vol. XXXII, S. 175, 1905. 

?) Emil Fischer und Emil Abderhalden, Uber das Verhalten 
verschiedener Polypeptide gegen Pankreasferment. Sitzungsberichte der 
Akademie der Wissenschaften zu Berlin, Bd. X, 1905 und diese Zeit- 
schrift, Bd. XLVI, S. 52, 1905. 
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Das zu den unten mitgeteilten Versuchen verwendete 
Cystin war aus Pferdehaaren gewonnen. Bei der Darstellung 
der beiden Peptide folgten wir im grofen und ganzen der von 
E. Fischer und Umetaro Suzuki gegebenen Vorschrift.') 

1. Darstellung des Dialanyleystins: Es empfiehlt 
sich, mit kleinen Mengen zu arbeiten. 2 g Cystin werden in 
30 ccm Normalnatronlauge gelést und bei mdglichst niederer 
Temperatur abwechselnd 5,3 g a-Brompropionylbromid und 
20 ccm Normalnatronlauge unter kraftigem Schiitteln zugefiigt. 
Es emptiehlt sich, wegen der Empfindlichkeit des Cystins gegen 
Alkali keinen Uberschuf an Natronlauge anzuwenden und immer 
iquivalente Mengen von Séurebromid und Alkali zuzusetzen. 
Aus der angesiiuerten LOsung wird der Bromkorper mit sehr 
viel Ather (etwa 5—6 mal !/s Volumen der Lisung) extrahiert 
und sehr scharf mit Natriumsulfat getrocknet. Ist die LOsung 
moglichst wasserfrei, so kristallisiert der Bromkorper beim Ab- 
destillieren des Athers sofort. Die farblose Kristallmasse wird 
abgesaugt, gut mit trockenem Ather gewaschen und sofort im 
Vacuumexsikkator getrocknet. Durch 4— 5tigiges Stehen mit 
der Dtachen Menge in der Kialte gesiattigten Ammoniaks erhiilt 
man das Peptid. Die Losung wird im Vacuum eingeengt, das 
Ammoniak durch wiederholtes Eindunsten mit Alkohol vollig 
vertrieben. Es ist hierbei sorgfiltig darauf zu achten, dal die 
Temperatur nie 35° iiberschreitet. Aus der trockenen Kristal!- 
masse wird sehlieBlich das gebildete Bromammon durch Auflosen 
in wenig heifem Wasser und Fallen mit Alkohol entfernt. 

0.1949 g Substanz gaben 0,2676 g CO, und 0,1044 g H,O. 

Berechnet fiir C,H gNy5,0,: Gefunden: 
37,7 °/o C und 5,76 °%o H 37,54°%o C und 5,96°o H. 

2. Darstellung des Dileucyleystins. 5 g Cystin werden 
in 79 cem Normalnatronlauge gelést und nun unter denselben 
Bedingungen wie oben 10 g Bromisocapronylchlorid und 50 ccm 
Normalnatronlauge unter Schiitteln abwechselnd zugesetzt. Die 
Darstellung des Bromkorpers ist dieselbe, wie eben geschildert. 
Die Kristallisation erfolgt durch Zusatz von Petrolather zum siru- 
posen Destillationsriickstand. Auch hier wurde der Bromkorper 


'! Berichte d. Deutsch. chem. Ges.. Bd. XXXVII. S. 4575, 1904. 
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mit Ammoniak bei gewohnlicher Temperatur umgesetzt. Die 
Trennung des Peptides vom Bromammon ist wegen der leichten 
Loslichkeit des ersteren in Wasser recht schwer. Zur Trennung 
wird eine konzentrierte, wasserige Losung des Peptides mit 
absolutem Alkohol bis zur beginnenden Triibung versetzt und 
nun mit Aceton im Uberschu8 zur festen, amorphen Abscheidung 
gebracht. Diese Fallung wird mehrmals wiederholt. Die Verluste 
an Peptid sind hierbei ziemlich erheblich. Das Peptid zersetzte 
sich gegen 178° und gab folgende Zahlen. 

0.1738 ¢ Substanz gaben 0,2939 g CO, und 0,1140 g H,0. 

Berechnet fiir C,,H,,N,S,0,: Gefunden: 
46,35 °/o C und 7,30 °/o H 46.12" 0 C und 7,29 °%o H. 

Zu den Versuchen diente ein ca. 3 kg schwerer Hund, 
der wéhrend der ganzen Dauer des Versuches in einem Stoff- 
wechselkiifig gehalten wurde. Er befand sich wiihrend der ganzen 
Zeit durchaus wohl und nahm bestindig an Gewicht zu. Seine 
Nahrung war stets dieselbe und bestand aus 50 ¢ Schabefleisch, 
50 g Stiirke und 25 g Fett. Den Schwefelgehalt der Nahrung 
bestimmten wir nicht, dagegen stellten wir stets beim Wechsel 
des Fleisches durch Vorperioden den Gehalt des Harnes an 
oxydiertem und nicht oxydiertem Schwefel fest. Es erwies sich 
auch als sehr wichtig, nach EKingabe von Cystin und den 
Cystinpeptiden in Nachperioden die Schwefelausscheidung im 
Harn zu kontrollieren. bei Fitterung per os erhielt das Ver- 
suchstier die Priiparate in Futter eingewickelt. Sie wurden stets 
anstandslos aufgefressen und verursachten nie die geringsten 
Storungen. bei der subkutanen Einfiihrun 
cystin in Sodalésung, das Dileucylceystin in Wasser gelost. 

Was die Methodik der Schwefelbestimmungen anbetrifft, 
so ist zu bemerken, dafi der oxydierte Schwefel in 50 oder 
25 ccm des filtrierten Harns bestimmt wurde, und zwar so, 


wurde das Dialanyl- 


oT 
a 


dafi der Harn mit 5 ccm konzentrierter Salzséure 15 Minuten 
lang nach beginnendem Kochen erhitzt wurde. Dann wurde 
der Harn mit Baryumchlorid gefallt, vom ausgefallenen Baryum- 
sulfat abfiltriert, die Fallung sorgfiltig mit Wasser, Alkohol und 
Ather gewaschen und dann gegliiht. Zur Bestimmung des Ge- 


samtschwefels wurden 50 oder 25 cem des klaren Harns in 
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einer Platinschale unter Zusatz von etwas Soda auf dem Wasser- 
bad bis zur Sirupkonsistenz eingedampft. Den Riickstand ver- 
setzten wir dann mit einem Gemisch von zwei Teilen Kalium- 
carbonat, zwei Teilen Soda und einem Teil Salpeter und 
schmolzen das Ganze bis zur farblosen Masse. Die Schwefel- 
siiure wurde dann, wie tiblich, mit Baryumchlorid gefillt. Zur 
Kontrolle wurde in einem Falle (7./8. Juni) eine gleiche Menge 
Harn durch Kaliumchlorat in salzsaurer L6sung auf dem Wasser- 
bade und darauf foleende Schmelze mit obigem Gemisch, und 
eine zweite Probe durch Schmelzen nach dem Eindampfen 
oxydiert. Die Differenz der S-Werte lag in der 4. Dezimale. 

Wiederholt wurde auf Thioschwefelsiiure gefahndet. Es 
konnte jedoch nie solche aufgefunden werden. Auch nach un- 
verindertem Cystin resp. Alanin und Leucin wurde gesucht, und 
zwar ersteres mit Hilfe von Benzoylchlorid, letzteres teils direkt, 
teils mit B-Naphtalinsulfochlorid. In keinem Falle gelang es 
uns, Aminoséuren im Harn nachzuveisen. Ab und zu erhielten 
wir mit B-Naphtalinsulfochlorid eine geringe, amorphe Fiallung. 
Sie war jedoch in keinem Falle zur Kristallisation zu bringen. 
Auch der Kot wurde ab und zu auf Cystin untersucht. Die 
Faeces wurden mit 10°/oigem Ammoniak wiederholt extrahiert, 
und die eingeengten ammoniakalischen Filtrate mit viel Eisessig 
versetzt. Es trat nie eine Fallung ein. 

Die folgende Tabelle enthilt die Ergebnisse der einzelnen 
Untersuchungen. 

Der vorliegenden Zusammenstellung ist wenig beizufiigen. 
Cystin, per os eingefiihrt, bedingt eine starke Vermehrung des 
oxydierten und des neutralen Schwefels. Es ist auffallend, dal 
der oxydierte Schwefel mit der Dauer des Versuches stetig 
zunahm, so da schlieBlich der gréBte Teil des eingefiihrten 
Cystinschwefels als Schwefelsiiure im Harn wiedererschien. Ganz 
gleich verhielt sich Dialanyleystin, das offenbar zum gréBten 
Teile schon im Darme in seine Komponenten zerfallen sein 
diirfte. Bei subkutaner Einfiihrung wurden Dialanyl- und Di- 
leucyleystin in gleicher Weise abgebaut, nur hat man den Ein- 
druck, als ob die Ausscheidung des Schwefels bei den Peptiden 
weniger rasch erfolgt sei, als beim Cystin selbst. 














Das Verhalten von Cystin usw. im 


Organismus des Hundes. 
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e Diat. Aseria | Neu- | Ge- |Einge-|Zunahme des| 
50 g Fleisch- ter © ™8) traler | samt jfiihrter ausgeschiede- 
Datum jpulver, 50g) der | og S S | nenS_ | Bemerkungen 
| Starke, 25 g | 2 Tages- | | 
| Fett harne | § : g 
4.—25. V. — | 0,1327 | 0,0595'0,1922) — _ 
6,—27. V. | _- | 0,1803 | 0,0570 02372, — 
- |1,0 Cyst “ siias _ TC WaT. 
8. —29. V. | C Cystin 0.2958 0.3713 0.6671 | 0.5532 0.4646 
).—31. V. | — | 0,1540 | 0,1179)0,2719 | — 
7 Frisches Fleisch | | 
1—2. VL —- | 01196 | 0,0921'0,2117 ~ 
«ti O Gratin | ge on ey 2 . [Im eingeengten Harn kein 
, | #3 j F } . : 2» Livy a ~ ere 
ps Wi. '0 0.5090 | 0,1299 0,6389 0.5532 0.4424 Oystin. Faeces kein Cystin 
6. VII - | 0.1329 | 0,0943,0,2272  — ~ | 
| | I : , ‘ 
7} 1,0 Cystin | geaor mn Ee, Gee ici Keine Thio- 
- n Bead J ARR RHY WY) 4529 ; D4: 7 = 
i—8, VI 10 0.5353 0.1852 0,7205 | 0.5532 0.5243 salamitiiiaiien, 
1—10. VI. — 0.1292 | 0,1281.0,2573, — _ 





‘Frisches Fleisch 


1 —12, VL) 22 Gystin 


04718 


| 0,1243,0,5961 





0.5532)0.3831 





























11.0 | | Vorperiode irr- 
1.0 | | | tiimlich verloren. ‘) 
B—14.VL1 4% _ 0,6639 | 0,1607)0,8246 0,5532)0,6116 1.0358) Benzoylechlorid 
) | | auf Cystin 
15. —16. VI. — | 0,2001 | 0,1520/0,3521 — 0.1441 negativ. 
| | < 
ee ee em nee oe | 
'7,—18.\ . 1,6f cystin | 0.4710 | er 0.5532) — 
| | | | 
(9.20. VIL.| - | 0,2319 | 0,193310,4252/ — | - 
21.V1. | Hunger | —- |; — —}|— | 
\Frisches Fleisch| | | 
223. VI _ | 0,1584 | 0,0955)0,2539 | — | - 
ee ae Panne ) 
24.—25,. Vie} sane 0.4428 | 0,1182)0,5610 | 05% 32| 0,402 1 Harn kein Cystin. 
| | 
6.—27. VI. _ 0,1668 | 0,1479/0,3147| — | = 
~ | 
8 —29. VIL _ | 0.1648 | 0,1133'0,2881) — | ‘in 
'Frisches Fleisch| | 
.—1. VIL — | 0,1503 | 0,0999'0,2502, — _ 
cc 11,6). Pow. on Mit B-Naphtalin- 
ie: “4 1,6 Dialany]l- 04347 yess — 
‘16 1.1064 0.9228 -sulfochlorid kein 
t. VIL. 116 cystin | (3852 0,091710,4769 | 
jdt, ‘ R 
»—6. VIL}; =— — | 0,1665 | 0,1609|0,3274;  — -- nies 
7—8, VIL ~- | 0,2125 | 0,2793|0,4917; — — 


‘) Die Vorperiode wurde berechnet aus einer Gesamt-S-Bestimmung der Nach- 





seriode vom 16.VI1. die 0,2130 ergab und mit der Vorperiode vom 1.—2.VI. gut iibereinstimmte 
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Diat. 


50 g Fleisch- ter S in g 


Oxydier- 


Neu- | 


Ge- ‘Einge- Zunahme des 




















_— pulver, 50 g ies, traler samt fubrter ausgeschiede- ae 
Stirke, 25g /2Tages-| 5% | 5S | nen S| 
Fett harne g g g g j 
Frisches Fleisch | Erbrechen _ 
15.—16. VIL. — 0,1714 | 0,1118)0,2832} — | — 
j } 
1.6 — I- | Geldst in 20 e¢ 
17,.—18. VIL. poe 0,3959 | 0,2659/0,6618 | 0.5532) =0,4056 LY viger Na C0. 
1,6 ct | | Loésung 
19.—20. VIL. —- 0.1733 | 0,1301/0,3034 | — | — 
91.—22. VII. wins 0,1808 | 0,1092/0.2900} — | = — 
j } | | 
‘Frisches Fleisch 
23.— 24. VII. — O1387  0,0908 0.2295) — — Naphthalinsulfo- 
-) Dialanyl- : 
16 cane chloridreaktio; 
25.—26. VII.1,6 7")? | O,8870) |, 0.2186 0.5756 
* Peet auf Amin 
16} kutan 0.7998 0.5090 ; ee 
27. VIL. 0.2272 | 0.1546.0,3818 siuren neva! 
28.—29. VIL. _ 0.1341 0.1060 0.2401 oo — 
Spuren 
30. VIL. Q.0701 0.0455 0.1156 | — 
Frisches Fleisch j 
51.—1. VIL. — 0.2032 | 0.1335 0.3387 | — — 
19 Dileucyl- Dileucyleystin 
9 aw ; cystin, ae LO Jan: — . et 
2,—3. VIII. ; 0.3648 | 0,2903'0,6551 in Wasser 
19 sub- ene 
* kutan 0.5532 0.3546 gelost. 
t—)d. VIL. — 0.2393 0.1340 0.2760] 


aktive Form. 


Endlich haben wir noch andere Versuche begonnen. Uns 
interessierte die Frage, ob der Hundeorganismus racemische 
Aminosiauren vollstiindig verwertet oder aber nur die eine optisch 


Wir gaben unserem Versuchstier 8 g Dileucy!- 


eystin subkutan und priiften hierauf den Urin in den auf die 
Injektion folgenden 48 Stunden auf Leucin, jedoch ohne Erfolg. 
Es scheint somit, dai der Organismus des Hundes das ganze 
Leucin verbrannt hat. Die im Gange befindlichen Untersuchungen 


mit 


racemischen 


Peptiden (Leucylleucin, Leucylglycin 


etc.) 


miissen zeigen, ob hier vielleicht nicht doch der Organismus eine 


iihnliche Auswahl trifft, wie sie dem Pankreasferment eigen ist. 








Beitrag zur Frage nach der Assimilation des NahrungseiweiB 
im tierischen Organismus. 
Von 
Emil Abderhalden und Franz Samuely. 


(Aus dem I. Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. August 1905.) 


Die Untersuchungen aus dem hiesigen Institute iiber die 
Zusammensetzung der Eiweiikorper haben gezeigt, dai die den 
verschiedenartigsten Gruppen angehdrenden Eiweifarten quali- 
tativ sehr ahnlich, ja sogar, soweit unsere Kenntnisse reichen, 
gleich aufgebaut sind. Quantitativ dagegen sind die einzelnen 
Bausteine in den verschiedenen Eiweifarten recht verschieden 
vertreten. Der eine von uns!) hat jiingst aus diesen T'atsachen 
unter Hinweis auf die Zusammensetzung der Eiweiikorper der 
Nahrung und derjenigen des Korpers selbst, speziell des Serums, 
den Schlub gezogen, dai an irgend einer Stelle im Organismus 
weitgehende Umwandlungen sich vollziehen mitissen, um das 
Nahrungseiweifi in «Korpereiweif» umzuwandeln. Nun findet 
im Darmkanal unter der Einwirkung der Pankreasfermente 
offenbar ein viel bedeutenderer Abbau des Eiweibes statt, als 
man bis jetzt annahm. Die Moglichkeit, dah das EKiweif der 
Nahrung bereits im Darmkanal selbst weit abgebaut wird, um 
dann sofort nach der Resorption wieder aufgebaut zu werden, 
hat nach neueren Beobachtungen viel Wahrscheinlichkeit fiir 
sich. Dafiir sprechen auch die von dem einen von uns in 
Gemeinschaft mit P. Rona?) ausgefiihrten Versuche, bei denen 
es gelang, einen Hund durch lange Zeit hindurch mit sehr weit 
abgebautem Eiweifi im Stickstoffgleichgewicht zu behalten. Wir 
haben jedoch bei der Mitteiling dieser Untersuchung schon damals 
betont, daB jene Versuche nicht ohne weiteres fiir einen nor- 


') Emil Abderhalden, Abbau und Aufbau der Eiweifk6rper im 
tierischen Organismus, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 17, 1905. 

?) Emil Abderhalden und Peter Rona, Uber die Verwertung 
der Abbauprodukte des Caseins im tierischen Organismus, Diese Zeit- 
schrift, Bd. XLIV, S. 198, 1905. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVI. 
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malerweise stattfindenden, weitgehenden Eiweibabbau sprechen. 
Es wire wohl moglich, daB die Fermenthydrolyse unter nor- 
malen Umstinden nur wenig weit geht, und es jeder einzelnen 
Korperzelle iiberlassen bliebe, aus dem «zirkulierenden» Eiweil 
des Blutes «ihr» Eiweif sich zu bilden. Daf im Blutserum im 
allgemeinen kein korperfremdes Eiweif vorhanden ist, das haben 
die Versuche mit Hilfe der biologischen Reaktion bewiesen. Wie 
weit jedoch «Nahrungseiweif» umgewandelt sein muf, um die 
hetreffende Reaktion nicht mehr zu geben, dariiber fehlt uns jede 
Einsicht und wird uns solange fehlen, bis auch hier die syn- 
thetischen Produkte, die Peptide, die Entscheidung bringen werden. 

Wir legten uns nun die Frage vor, ob das «Serumeiweil 
eine ganz bestimmte einheitliche Gruppe von Eiweifkorpern 
darstellt, oder aber, ob es ganz direkt von Nahrungseiweil 
abhiingig ist. Dies mubte sich durch folgenden Versuch ent- 
scheiden lassen. Wir entzogen, wie das untenstehende Versuchs- 
protokoll zeigt, einem Pferde einen grofen Teil seiner Blut- 
eiweibkorper, lieben dann das Versuchstier hungern und ent- 
zogen ihm aufs neue Blut. Nun fiitterten wir das Tier mit 
einem Eiweibkorper, der eine ganz andere Zusammensetzung 
besab als das «gewohnliche» Serumeiweifi. Wir wiihlten das 
Gliadin aus Weizenmehl, das nach unseren Untersuchungen 
$31.5,4) nach noehmals sorgfiiltig wiederholten Bestimmungen 
$6,5°/0 Glutaminsiiure enthialt, waihrend Serumglobulin des Pferdes 
nach drei neuen Bestimmungen nur 8,0°/o und Serumalbumin 
454° 
wendeten Gliadins ergab 2,87°%/o. Wir bestimmten nun den 
Tyrosin- und Glutaminsauregehalt der «normalen» Serumeiwei)- 


o Glutaminsiiure besitzt. Die Tyrosinbestimmung des ver- 


korper, dann dieselben Werte im «Hungerserum», und schlieb- 
lich untersuchten wir die Serumeiweibkorper nach sehr aus- 
giebiger Gliadinfiitterung und hofften auf diese Weise zu er- 
fahren, ob «Gliadin» resp. ein gliadinihnliches, d. h. ein an 
Glutaminsiiure reicheres Eiweifi im Serum nachzuweisen ist. 

Wir waren uns zum vornherein sehr wohl bewubt, dab 
gegen unsere Versuchsanordnung zahlreiche Einwande mdglich 





‘) Die Zusammensetzung des «Gliadins» aus Weizenmehl, Dies: 
Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 283, 1905. 
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sind. Einmal konnen die resorbierten Partien so klein sein 
und so rasch weiter verarbeitet werden, daf sie unserem immer- 
hin nicht sehr empfindlichen Nachweis entgingen. Wir hatten 
ja unter allen Umstinden mit einem stark «verdiinnten» Gliadin 
zu rechnen, denn die <alten» Serumeiweibkorper waren ja zum 
Teil wenigstens auch noch vorhanden. Dagegen hatten wir dem 
Versuchstiere so grofe Quantitaéten von Blut entzogen und so 
reichlich Gliadin eingefiihrt, daf doch zu erwarten war, dab 
die mindestens dreimal grofere Glutaminsiiuremenge des Gliadins 
doch eine deutlich nachweisbare Zunahme des Glutaminsiiure- 
gehaltes bedingen wiirde. Viel wichtiger ist der Einwand, dab 
wir nur das Blut jenseits der Leber untersucht haben. Es wiire 
immerhin moglich, daB die EiweiBkorper des Pfortaderblutserums 
verandert waren. Wir hoffen, nach unseren jetzigen Untersuch- 
ungen in die Lage zu kommen, diese Versuche noch ausfiihren 
zu konnen, um so den Ort der Eiweifisynthese oder genauer 
und umfassender der EiweiBbassimilation exakter festlegen 
zu kénnen. Man konnte auch den Einwand erheben, dab das 
«Serumeiweib» kein «einheitliches» Eiweifb, sondern sicher ein 
Gemenge ist. Es wire wohl wiinschenswert gewesen, Serum- 
globulin und Serumalbumin fiir sich allein zu untersuchen. Wir 
haben vorliiufig auf diesen Versuch verzichtet, weil es uns 
momentan nur darauf ankam, festzustellen, ob itiberhaupt eine 
Verinderung zu konstatieren war. Da aufberdem Serumalbumin 
und Serumglobulin einen sehr ahnlichen Glutaminsauregehalt 
besitzen, konnten Schwankungen in ihren Mengenverhiiltnissen 
unsere Resultate nur wenig beeinflussen. 

Was die angewandte Methodik anbetrifft, so ist folgendes 
zu bemerken. Der bei 100° getrocknete Eiweiikorper wurde 
genau gewogen, dann mit 25°/oiger Schwefelsaiure 16 Stunden 
am RiickfluBbkiihler gekocht, die Schwefelsadure quantitativ mit 
Baryt entfernt, der Baryumsulfatniederschlag solange mit heifem 
Wasser ausgekocht, bis eine Probe des Filtrates keine Spur 
einer Reaktion mit Millons Reagens gab. Jede Versuchsserie 
wurde gemeinsam verarbeitet. Die Fliissigkeitsmengen, die zum 
Auskochen der Niederschlige verwendet wurden, waren die- 
selben, kurz es wurde stets in genau derselben Weise bei allen 


13* 
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Portionen vorgegangen. Die vereinigten Fliissigkeiten der ein- 
zelnen Portionen wurden nun mit Tierkohle griindlich auf- 
gekocht, und das hellgelb gefarbte Filtrat solange eingeengt, 
bis alles Tyrosin abgeschieden war. Hierbei muB  sorgfiiltig 
vermieden werden, dai nicht Glutaminsaure mit auskristallisiert. 
Sie ist jedoch in kleinsten Mengen durch ihren ganz eigen- 
tumlich sauren und zugleich etwas adstringierenden Geschmack 
leicht zu erkennen. Das so gewonnene Tyrosin wurde noch- 
mals aus heibem Wasser umbkristallisiert und nun gewogen. 

Die Mutterlauge vom Tyrosin wurde nun nochmals energisch 
mit Tierkohle behandelt, bis die Fliissigkeit nur noch hellgelb 
gefiirbt war. Es ist fiir die quantitative Abscheidung der Glutamin- 
siiure als Chlorhydrat von sehr grober Wichtigkeit, dab die 
Losung fast farblos ist. In die Fliissigkeit wurde nun, nach- 
dem sie auf ein kleines Volumen gebracht war, gasfOrmige Salz- 
siure bis zur Siattigung eingeleitet und nunmehr ein Kristallchen 
von Glutaminsiiurechlorhydrat eingeimpft. Beim Stehen auf Lis 
iiber Nacht hatte sich die ganze Fliissigkeitsmenge stets in 
einen dicken Kristallbrei verwandelt, der sich sehr rasch auf 
Koliertuch auf der Nutsche absaugen und scharf abpressen 
lieB. Durch einmaliges Umkristallisieren aus wenig heifer Salz- 
siiure erhielten wir stets ein prachtig kristallisiertes, farbloses 
Praparat. Meist war die Abscheidung sofort eine vollstandige 
und nur in einzelnen Fallen konnte durch Einengen der Mutter- 
lauge und nochmaliges Einleiten von Salzsaure noch weitere 
Glutaminsiiure gewonnen werden. Wir haben uns durch Ent- 
fernen der Salzsiiure in einer Probe der Mutterlauge und die 
sehr scharfe Geschmacksprobe und auch in einem Falle mit 
Hilfe der Estermethode tiberzeugt, dab bis auf Spuren bei sorg- 
fiiltigem Arbeiten die Glutaminsiure als Chlorhydrat abgeschieden 
werden kann. Sehr wichtig sind zwei Punkte. Einmal darf die 
Losung nicht zu stark eingeengt sein. Sie darf keinen dicken, 
ziihen Sirup bilden, andererseits ist oft auch ein zu reichlicher 
Salzsiiuregehalt der L6sung anscheinend der Kristallisation hinder- 
lich. Wir muften uns vorliufig auf Tyrosin und Glutaminsaure *) 

1) Die Reinheit der isolierten Glutaminsaéure wurde einesteils durch 
Bestimmung des Aschengehaltes, anderenteils durch die Analyse festgestellt. 
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beschrinken, weil nur diese beiden Aminosiiuren eine rasche 
und bequeme quantitative Bestimmung zulassen. Die «Hexon- 
basen» haben wir deshalb nicht mitbestimmt, weil uns der 
Gehalt des Gliadins und der Serumeiweifkérper an diesen un- 
bekannt war. 

Bevor wir auf die einzelnen Versuche eingehen, sprechen 
wir auch an dieser Stelle Herrn Prof. Dr. Ostertag, Vor- 
steher des hygienischen Institutes der tieriirztlichen Hochschule, 
unseren herzlichsten Dank fiir die liebenswiirdige Uberlassung 
des Versuchstieres aus. Sehr zu Dank verpflichtet sind wir 
auch den Herren Assistenten Dr. Steinbriick und Dr. Tietze, 
die uns beide bei unseren Versuchen die wertvollsten Dienste 
geleistet haben. 

Das Versuchstier, ein brauner Wallach, war 18 Jahre 
alt. Wahrend der ganzen Versuchsdauer nahm es fast gar 
kein Wasser auf, auch nicht nach den Blutentnahmen. Letztere 
vertrug es sehr gut. Die Fitterung wurde in der Weise vor- 
genommen, dafi das Gliadin zu grofBen Pillen gedreht und mit 
dem Pillenstock eingefiihrt wurde. Das Tier gewohnte sich 
rasch an diese Fitterungsart. 

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die ganze 
Art des Versuches. 


Versuch lI, 














Ge- Stunde Menge des Er- Stunde ii 
Datum - des | entnom- der ie 
wicht Ader-) menen nahrung  Pitterune Nahrung 
lasses. Blutes | © 
28 VI. 326 kot) 11 Uhr go00 | —  Absol.Hunger Wenig Wasser | 
friih bis 6. VII. aufgenommen 
6. VIL. 288 kg | 9 Uhr) 6006 | Gliadin, 10 Uhr oCO g i 
| friih 9 ] > 1000 > 
7.VU.277 kg |10 Uhr, 4000 | Gliadin| — 11 Uhr 500 g TI 
; frith '5 bis 7 Uhr 1000 » 
8.VII.272 kg |9'2Uhr) 3500 as _ -_ IV 
frith 


*) Etwas zu hoch, weil das Tier noch beschlagen war. 
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Versuch II. 

















, Stunde Menge des) Stunde | = 
Ge- _ Er- | Menge 
Datum des | entnom- | der | ' 
wicht Ader- menen |nihrung Fiitterung | Nahrung 
lasses| Blutes | | 
. 
20. VIL/305 kg 9 Uhr) 6000 _ Hunger | = I 
friih | bis 26. VII. | 
26. VII.272 kg perl 5000 |Gladin| iO Uhr 1000 gs 
run 
27. Vil.) - \ o— Gliadin | 11 Uhr frih 500 g 
| 5 Uhr 1000 >» 
28. VIL 269 kg | 4000 | — _ | = I] 
run 


Wiihrend des I. und Il. Versuches erhielt das Pferd ge- 
wOhnliches Futter. Das Blut wurde aus der Jugularis ent- 
nommen und in hohen Zylindern aufgefangen, dann auf Eis 
das Serum zur Abscheidung gebracht. Zur Vermeidung der 
Gerinnung wurde Ammoniumoxalat zugesetzt. Bei beiden Ver- 
suchen wurde jeweilen in einer aliquoten Menge des Serums 
der gesamte Eiweibgehalt bestimmt, ferner der Trockenrtick- 
stand und der Aschengehalt. Beim zweiten Versuch wurde 
auberdem der Gehalt an Globulin und Albumin festgestellt. Das 
gesamte Eiweif wurde durch sorgfaltiges Koagulieren mit Essig- 
siiture bestimmt. Zur Bestimmung des Trockenriickstandes 
dampften wir jeweilen 10 cem ein und trockneten den Riick- 
stand solange bei 115°, bis er konstantes Gewicht hatte. Dieser 
Riickstand diente auch zur Aschebestimmung. Albumin und Glo- 
bulin wurden durch Halbsattigung mit neutraler, gesiittigter Am- 
monsulfatlOsung getrennt. 

Die auf S. 199 folgende Tabelle gibt die erhaltenen Re- 
sultate wieder. 

Es war nun auch von grofem Interesse, die Frage zu 
entscheiden, ob im Serum unter so denkbar giinstigen Be- 
dingungen Eiweifabbauprodukte aufzufinden waren. In erster 
Linie fahndeten wir auf Albumosen. Es ist klar, daB bei der 
Koagulation so grofer Serummassen auch bei grober Verdiinnung 
mit Essigsiiture und Hitze es nicht gelingen konnte, jede Spur 
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von Eiweif zur Ausfallung zu bringen. In der Tat gab denn 
auch das Filtrat vom koagulierten, durch ein Koliertuch ge- 
preBten Eiweifi deutlich alle Eiweibreaktionen. Wurde jedoch 
durch Zusatz von 10°/o Koechsalz die Koagulation unter stetiger 
Kontrolle der Reaktion ausgefiihrt oder wurden z. B. 250 cem 
Serum (III) mit der vierfachen Menge Wasser verdiinnt, dann 
die Hauptmenge des Eiweifes durch Koagulation entfernt, und 
das Filtrat mit Bleicarbonat und Bleiacetat gekocht, so zeigte 
die filtrierte, von Bleisalzen befreite, im Vacuum stark einge- 
engte Fliissigkeit keine Spur einer Biuretreaktion und auch die 
iibrigen Reaktionen auf Albumosen fielen vollstandig ne- 
gativ aus. Herr Dr. Teruuchi ist mit der Priifung auf andere 
EiweiBabkommlinge beschiftigt. 



































10 cem Serum Versuch | Versuch II 
enthalten II lI IV | lI I 
| | | 
Gesamt-Eiweif . . | 0.7702! 0,9278| 0.7261) 0.7492] 0.7108} 0.9436) 0,7966 
Trockensubstanz . 0.9132) 1.0150 0,839) (,9269] 0.8120) 1.0228 0.9246 
Bee iss we os 8 0.1002} 0,0806 ett iain 0.0812) 0.0800 0.1326 
Albumin ..... — |} — — | - 0.2691} 0.3054 0.2921 
Globulin. .... | — | — | — | — |0,4212] 0.6734) 04232 





Die Tvrosin- und Glutaminséurebestimmung ergab folgende 











Resultate : 
Versuch | Versuch II 
I I] Il lV | - I | Ii] 
U ) 0 0 0 ) 0 0 ) ) Vv 0 ) 
er 243 | 260 | 2,24) 2,52 2.50 | 255 2,48 
Gilutaminsiure . . §,85 | 820) 7.88 | 825 |] 9,52 | 852 8,00 








Aus diesen Zahlen geht hervor, dai ganz offenbar die 
Art des zugefiihrten Eiweifes ganz ohne EinfluB auf das 
Serumeiweif ist. Es mu somit an irgend einer Stelle eine 
Umwandlung des «Gliadins» stattgefunden haben. Es scheint 
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uns nicht unmdglich, dafi die Leber bei diesen Prozessen eine 
Rolle spielt, fiir viel wahrscheinlicher halten wir eine direkte 
Umwandlung nach der Resorption des zum Teil abgebauten 
Eiweibes in der Darmwand. Es ware wohl denkbar, daB in 
diesem Falle bereits im Darme unter Kinwirkung des Pankreas- 
fermentes ein Teil der Glutaminsiiure abgespalten und vielleicht 
als solehe resorbiert und weiter verwertet oder direkt ver- 
brannt worden ist, wahrend das nun an Glutaminsaure armere 
und natiirlich auch noch in anderer Weise veranderte Eiweil 
zur Resorption gelangt und zugleich «kOrpereigen» geworden ist. 











Uber die Darmnucleinsaure. 
Von 
Katsuji Inouye, 
unter Mitwirkung des Herrn Y. Kotake. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat zu Kyoto.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23, August 1905.) 


In der folgenden Mitteilung berichten wir iiber einige 
Untersuchungen, welche angestellt wurden, um die Zusammen- 
setzung und die Spaltungsprodukte der von Araki!) entdeckten 
Darmnucleinséure zu ermitteln. 

Die Darstellung der Darmnucleinsaure erfolgte nach der 
Methode von A. Neumann,?) welche zur Gewinnung des als 
a-Nucleinsaure bezeichneten Koérpers aus Thymus angewandt 
wurde. Die gereinigte Darmnucleinsiure gab weder Biuret- 
noch Millonsche Reaktion und besaf alle Eigenschaften, welche 
Araki’) fiir seine Nucleinséure beschrieben hatte. Es ist nur 
noch zu bemerken, daf die von uns dargestellte Darmnuclein- 
saure rechtsdrehend war. 


I. Analyse der Darmnucleinsaure. 


Hinsichtlich der Ausfithrung der Analysen ist folgendes zu_be- 
merken: Fiir die Analysen diente stets die im Vacuum iiber Schwefel- 
siure getrocknete Substanz. Bei den Kohlenstoff- und Wasserstoff- 
bestimmungen wurde die Substanz im Luft- und Sauerstoffstrom mit 
Kupferoxyd bei vorgelegten Kupferspiralen verbrannt. Fiir die Phosphor- 
bestimmungen wurde die Substanz mit Soda und Salpeter verascht, die 
Uberfithrung der Phosphorsiure in phosphorsaure Ammoniummagnesia 
geschah nach vorheriger Ausfallung mit Ammoniummolybdat. Die Stick- 
stoffbestimmungen wurden volumetrisch ausgefiihrt. Der Berechnung der 





') Araki, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIII, S. 98. 

*) Neumann, Archiv f. Physiol. u. Anatom., physiol. Abt., 1899, 
Suppl. 552, 
*) Srani, a a @ 
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Analysenwerte sind die von Thierfelder') angegebenen Atomgewichte 
zugrunde gelegt. 


0.2159 g Substanz gaben 0,2967 g CO, = 37,47°%o C 
und 0,0927 » H,O == 4,78° 0 H 
0.1692 g Substanz gaben 0,2313 » CO, = 37,28°%o0 C 
und 0,0730 » H,O = 4,83°%o H 
0.2318 g Substanz gaben 0,3172 » CO, = 37,32°/o C 
und 0,0985 » H,O = 4,76%o H 


03313 g¢ Substanz gaben 0,4568 » CO, = 37,60°% C 
und 0,1460 » H,O = 4,94°%o H 
0.1993 g Substanz gaben 0,2780 » CO, = 38,04°/o C 
und 0,0851 » H,O = 4,78°% 0 H 
0.1542 g Substanz gaben 21 ccm feuchten Stickstoff bei 222° C,. 
und 759 mm B., entsprechend 15,4°o N. 
Q.1686 g Substanz gaben 23,5 ccm feuchten Stickstoff bei 241° C. 
und 760 mm B., entsprechend 15,62°. N. 
0.1476 g Substanz gaben 21 ccm feuchten Stickstoff bei 28° (. 
und 756.2 mm B., entsprechend 15,56°/o N. 


0,1789 g Substanz heferten 0,0597 g Mg,P,0, = 9,29°/o P 
01888 > ; > 00688 > >» = 941% 
0.2569 > , » 00861. = 933%o 
O,1622 » 0,0548 » » = 9,400 
0.2363» > 00789» » = 9,29°/o 


Ks wurden gefunden: 











| 42° > @ | @- ] © | GS Mittel 

| ) | lo | Fo Oy | 0}, 0}, 
C 3747 | 37,28 37,322 | 37,60 | 38,04 37,54 
H 4,78 | 483 4,76 | 494 | 4,78 4,82 
N 1540 | 15,62 15.56 — | 15,53 
p 999 | O41 9.33 94 | 929 > 937 


Die Mittelwerte der Analysen stimmen ziemlich gut mit 
der Zusammensetzung der Nucleinsaéiure aus der Lachsmilch, 
‘ ) 2 i] Pe] 

CoH gN 14P4Oo6,2) tiberein. 


') Thierfelder, Handbuch d. physiol. u. pathol.-chem. Analyse, 
Berlin 1903, S. 589. 
*) Archiv fiir experiment. Pathol. u. Pharmakol., Bd. XLIII, 8. 57. 
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Fir C,,H..N.P,Og, Gefundene Analysenwerte 
berechnet : der Darmnucleinsaure : 
e 37,70°/o 37 D4% 0 
H 4,44 Jo 4.82 °%Jo 
N 13,45 °/0 15.53 °/o 
p 9,740 9 37 Io 


II. Spaltung der Darmnucleinsaure. 


100 g nucleinsaures Natron wurden mit 1 | 20-volum- 
prozentiger Schwefelséure 12 Stunden lang am Riickflubkiihler 
auf dem Sandbade gekocht. Die dunkelbraune Fliissigkeit wurde 
von der ausgeschiedenen Huminsubstanz abfiltriert und mit 
Ather erschdpft. Die Atherausziige wurden abdestilliert, der 
Riickstand in Wasser aufgenommen und nach der Neutrali- 
sation mit neutralem Silbernitrat ausgefillt. Daf dieses Silber- 
salz aus dem livulinsauren Silber bestand, ergab sich sowohl 
aus der Kristallform als aus der folgenden Analyse: 


0,1654 g Substanz gaben 0,1639 g CO, -= 27,02° o C, 
0,0482 g H,O 3,27°o H und 0,0798 g Ag = 48,25". Ag 
Berechnet fiir C,H,O,Ag: C 26,90°/o; H 3,17°/o; Ag 48.40% 0 
Gefunden: C. 27,07°%)o; H 3,27°%o; Ag 48,25 %/o 


Die mit Ather erschopfte Zersetzungsfliissigkeit wurde mit 
Baryumcarbonat neutralisiert, filtriert, das Filtrat auf 5°/o 
Schwefelsiiure gebracht und mit Phosphorwolframséure gefillt. 


A. Phosphorwolframsiureniederschlag. 


Der Niederschlag wurde mit Barythydrat zerlegt und der 
UberschuB von Baryt durch Kohlensiiure entfernt. Es resul- 
tierte eine Flissigkeit, die Purinbasen und Cytosin enthielt. 
Diese Fliissigkeit wurde nun mit Salpetersiiure schwach ange- 
sduert und mit einer 10°/oigen Silbernitratl6sung gefallt. Die 
weitere Behandlung der Silberfallung haben wir nach den An- 
gaben von Steudel') durchgefiihrt. Wir erhielten so 1,1020 g 
Guanin, 5,2100 g Adeninpikrat = 1,9823 g Adenin, 0,1560 g 
Xanthin und 0,3726 g Hypoxanthin. 

Die einzelnen Purinbasen sind sowohl durch die Reaktionen 
als durch die Analysen identifiziert worden. 





') Steudel, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 165. 
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1. Guanin. Fiir die Analyse wurde es in verdiinnter 
Schwefelsaure gelést und bis zur beginnenden Kristallisation 
eingeengt; beim Erkalten schied sich Guaninsulfat in den 
charakteristischen Kristallen aus. 

0.1267 g¢ Substanz gaben 40,2 ccm feuchten Stickstoff bei 26° C. 
und 756,4 mm B., entsprechend 35,05°/o N. 
Berechnet fiir (C;H,N,O),H,SO, : Gefunden : 
N 35,05°/o 35,05) 

2. Adeninpikrat. Zur Analyse wurden die nadelf6rmigen 

Kristalle, deren Schmelzpunkt bei 280° C. lag, verwendet. 
0,1273 g Substanz gaben 35 ccm feuchten Stickstoff bei 24° C. 
und 756 mm B., entsprechend 30,66" 0 N. 


0.1717 g Substanz gaben 0,2278 g CO, = 36,18% C 
und 0,0347 g H,O = 2,27°/o H. 
Berechnet fiir C,H,N, -C,H,N,0,: C 36,2690; H 2,30°/o; N 30,82) 
Gefunden: C 36,18 °/o; H 2,27°/o; N 30.66% 


5. Xanthin. Die Substanz gab sehr schdne Xanthin- 

probe und prachtvolle Weidelsche Reaktion. 
0.1558 g Substanz gaben 51,25 cem feuchten Stickstoff bei 25,5% C. 
und 756,5 mm B., entsprechend 36,42°)0 N, 
Berechnet fiir C,H,N,O,: Gefunden : 
N 36,90 °/o 36,42 ° 0 

4. Hypoxanthin. Zur Analyse diente Hypoxanthinnitrat, 
das in Wetzsteinformen kristallisierte. 

0.1516 g Substanz gaben 48 ccm feuchten Stickstoff bei 26° C, 
und 756,1 mm B., entsprechend 34,95°,o N. 
Berechnet fiir C,H,N,O - HNO,: Gefunden : 

N 35,23 %o 34.95% 

Aus dem Filtrat von den Silberverbindungen der Purin- 
basen wurde eine Silberverbindung mit Silbernitrat und Baryt- 
wasser ausgeschieden. Diese Silberverbindung wurde in Wasser 
zerteilt, mit Schwefelwasserstoff zersetzt und die hieraus resul- 
tierende LOsung durch vorsichtigen Zusatz von Schwefelsiiure 
vom beigemengten Baryt befreit. Filtrat und Waschwasser 
wurden auf dem Wasserbade eingeengt. Beim Erkalten kristalli- 
sierten schéne Bliittchen aus. Die Ausbeute an diesen Kristallen 
betrug 2,8126 g. Die Analysen ergaben: 
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0,2135 g Substanz gaben 0,3383 g CO, 43,21°. C 
und 0.0889 g H,O = 4,67°/o H. 


0.1476 g Substanz gaben 50,2 ccm feuchten Stickstoff bei 25° C. 


und 758,2 mm B., entsprechend 37,83° 0 N. 
Berechnet fiir CJH,N,O: C 43,18°/o; H 454° 0; N 37,89°/o 
Gefunden: C 43,2190; H 4,67°/o; N 37,83°%o 


Die Kristallform und die analytischen Daten fiihren 





ZU 


dem SchluB, daB die in Rede stehende Substanz das Cytosin ist. 


B. Filtrat der Phosphorwolframsiurefillung. 


Dasselbe wurde durch Baryt von der Phosphorwolfram- 
siure und Schwefelséure befreit und der tiberschiissige Baryt 
durch Kohlenséure entfernt. Das eingeengte Filtrat erstarrte 
beim Stehenlassen zu einer Kristallmasse. Diese Kristallmasse 
wurde wieder in heifem Wasser gelést und der Kristallisation 
iiberlassen; es schied sich zunichst ein Koérper m Form von 
kleinen Kristallblattchen aus, welcher sich bei der Analyse als 


Thymin erwies. 


0,2565 g Substanz gaben 0,4463 g CO, = 47,45°/o C 
und 0,1098 g H,O = 4,80°o H. 


0.1528 g Substanz gaben 30,1 ccm feuchten Stickstoff bei 21,5° C 


und 755,38 mm B., entsprechend 22,23°/o0 N. 
Berechnet fiir C;H,N,O,: C 47,57°/o; H 4,80°/o N 22,26°/o 
Gefunden : C 47,45°/0; H 4,80°/o N 22,23 °%0 


Die von den Thyminkristallen abfiltrierte L6sung wurde 
wieder auf dem Wasserbade eingeengt, so dai nur wenig 
Fliissigkeit vorhanden war. Beim Erkalten und Stehen dieses 
Filtrats fielen nadelf6rmige Kristalle in reichlicher Menge aus, 
die sich durch den niedrigen Stickstoffgehalt (14,5°/0) und die 
Nichtsublimierbarkeit vom Thymin und Uracil unterschieden. 
Die weitere Untersuchung dieser Substanz moéchten wir uns 


vorbehalten. 


Wenn wir die Ergebnisse des erwiaihnten Spal- 
tungsversuches noch einmal kurz zusammenfassen, 


so ist es gelungen, folgende sieben Produkte in der 
Zersetzungsfliissigkeit mit Sicherheit nachzuweisen: 
Lavulinsiure, Guanin, Adenin, Xanthin, Hypoxanthin, 


Thymin, Cytosin. 














Uber den Zustand der lebenden Substanz. 

Zur Entgegnung an Herrn Prof. E. Buchner. 
Von 

Hugo Fischer, Bonn. 


Der Redaktion zugegangen am 10. August 1905. 


Die Art, in welcher Buchner’) sich neuerdings mit mir befaft 
hat, zwingt mich zu einer kurzen Entgegnung. 

Ich hatte*) den Standpunkt vertreten, dafi man — natiirlich nur 
in einem erweiterten Sinne — auch das Enzym als etwas Lebendes be- 
trachten kénne. 

Die Biochemie hat uns, namentlich durch die Enzymlehre, eine 
Reihe von Lebensvorgingen zu analysieren gelehrt — von Vorgiingen, 
welche nur einen Bruchteil des ihnen dargebrachten Interesses finden 
wiirden, wenn sie nicht eben zu den Fundamenten des Lebens ge- 
hérten, sondern nur rein chemischer Art waren. 

Bh. belehrt mich: «Es gibt aber aufer chemischen Verbindungen 
und abgesehen von den Elementen noch eine dritte Klasse von Korpern, 
was H. Fischer anscheinend iibersieht, niémlich die Gemenge, die aus 
verschiedenen chemischen Stoffen zusammengesetzt sind.» 

An der zitierten Stelle meines Aufsatzes heift es: «— dah... 
also auch das Protoplasma nicht aus anderen als aus chemischen Stoffen 
zusammengesetzt sein diirfte —» und auf derselben Seite: «— das Proto- 
plasma, das wir... . doch wohl fiir ein recht zusammengesetztes Ge- 
misch halten miissen —.» —— —!? 

Wenn man lebende Zellen in Alkohol oder dergl. eintrigt — wird 
dann an dem Gemenge als solchem, oder an den Stoffen, die das 
Gemenge zusammensetzen, etwas geiindert? ?? Aus dem Gemenge wird 
nichts entfernt, und daly nur fremde Stoffe in das Gemenge eintreten, 
ist sicherlich nicht die Todesursache. Der Tod tritt dadurch ein, daf durch 
ein chemisches Agens die Bestandteile des Gemenges chemisch 
veriindert werden (die Giftwirkung folgt dem Massengesetz!); eine che- 
mische Veri&inderung der Gemengteile ist auch die unmittelbare Ursache, 
wenn Zellen durch Hitze, durch Licht oder Elektrizitét getétet werden 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 227, 1905. 
*) Zentralbl. f. Bakteriol., Ul. Abt., Bd. X, S. 452, 1903, und friiher 
ebenda, Bd. IX, S. 353, 1902. 
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Wenn aber eine molekulare Anderung den Tod herbeifiihrt, so muf 
doch wohl der molekulare Zustand der Gemengteile vor der Anderung 
eine héchst wesentliche Bedingung des Lebens sein; dann kann es auch 


nicht so ganz tdricht sein, von lebenden Molekeln zu sprechen — man 
mufs es nur nur richtig auffassen. — Kime es nur auf das Gemenge 


an, so miifiten vergiftete Zellen, wie Schneewittchen im Marchen, nach 
Entfernung des Giftes wieder lebendig werden. 

In jenem molekularen Zustand, den wir in erster Linie als 
«Kennzeichnung des Lebens» ansehen miissen, liegt aber die weitgehende 
Ubereinstimmung zwischen Enzym und Protoplasma, Wenn B. es gegen 
mich anfiihrt, dafS Alfred Fischer die Enzyme fir leblos erklirt, so 
beriihrt mich das wenig: diesem kam es an jener Stelle darauf an, auf 
den (auch von mir nicht geleugneten und nicht unterschatzten) Unter- 
schied hinzuweisen, ich hielt es fiir nOtig, das Gemeinsame hervorzuheben, 
beides besteht nebeneinder. 

Dariiber habe ich ja von vornherein keinen Zweifel gelassen, daf 
ich, wenn ich den Enzymen eine Art von Leben zuschreibe, dieses Wort 
in recht weitem Sinne auffasse. Wo aber linsichtlich der zuliassigen 
Ausdehnung eines Begriffes Meinungsverschiedenheiten obwalten, da ist 
es doch ein recht wenig iberzeugendes Argument, wenn jemand spdéttisch 
darauf hinweist, welcher Nonsens dabei herauskommt, wenn man den 
Begriff noch weiter faft. Irgendwo muf selbstredend eine Grenze sein, 
aber in der belebten Natur herrscht das Gesetz der Entwicklung und damit 
der Ubergang, jede Grenze ist kiinstlich und der Streit darum unfruchtbar. 

Einen Satz scheint B. auf sich selbst bezogen zu haben, obwohl 
er ganz anders gemeint war: ich schrieb: «Durch eine verniinftige Kritik 
kann meines Erachtens der Wissenschaft nur gedient, nicht geschadet 
werden. Der schlimmste Fehler in der Wissenschaft ist die Kritiklosigkeit» 
Damit habe ich natirlich nur sagen wollen, daf\ es nicht gut ware, wenn 
jede neue Entdeckung oder Anschauung von den Fachgenossen sofort 
kritiklos aufgenommen und gutgeheifien wiirde; auf irgend an- 
deres bezog sich das Wort <Kritiklosigkeit» nicht. Dagegen wollte ich 
allerdings damit Einspruch erheben: dafs jemand, der sachliche Kritik 
ubt, dadurch «die Entwicklung der Wissenschaft aufhalte» und 
«jeden Fortschritt in Frage stelle». 

Uber den Inhalt meines zitierten Aufsatzes ein weniges zur Fest- 
stellung des Tatbestandes: 

B. hatte in seiner «Zymasegiérung» den Satz aufgestellt: «Alles 
deutet darauf hin, dafs das Leben nur bei organisierter Struktur, also 
bei festem Zustand der mafigebenden Bestandteile, vorhanden ist. Man 
wird... . geneigt sein, den festen Zustand als Charakteristikum der 
Organismen aufzufassen»>, und weiter: «— da als Kennzeichnung des 
Lebens Assimilation und Vermehrung aufzufassen seien.» Hiergegen hatte 


ich an bekannte Tatsachen erinnert, welche beweisen: 1. dafs das 
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lebende Protoplasma eine unzweifelhafte Flissigkeit ist und 2. daf Zellen 
oder vielzelligen Organismen die Fahigkeit zu Assimilation und Vermehrung 
abgehen kann, ohne daf’ wir ihnen darum schon den Totenschein zu 
schreiben brauchen. — Auf diese Tatsachenbeweise von der Unhalt- 
barkeit seiner biologischen Grundanschauungen antwortet b. mit dem 
Satze: «Die iibrigen kleinen Angriffe des Herrn H. Fischer sind rein 
dialektischer Art; ein Eingehen darauf halte ich nicht fiir nétig.» — Den 
Kommentar dazu bitte ich mir zu erlassen. 











Zum Chemismus der Verdauung im tierischen Korper. 
Il. Mitteilung. 
Eiweiiverdauung im Magendarmkanal., 
Von 
E. S. London und A. Th. Sulima. 


Aus der Abteilung fiir allgemeine Pathologie des K. Instituts ftir experimentelle Medizin 


zu St. Petersburg. 


(Der Redaktion zugegangen am 1. September 1905.) 


I. Methodik. 


Die vorliegenden Untersuchungen, welche 54 Versuche um- 
fassen, sind an 6 Fistelhunden ausgefiihrt und zwar an einem 
Magenfistelhund (Woltschok), einem Pylorusfistelhund (Ban- 
za}),1) zwei Duodenalfistelhunden (Milton?) und Rjabtschik),*) 
einem Jejunumfistelhund (Lew),4) und einem Ileumfistelhund 
(Bjelka).®) AuBerdem sind einige Hilfsversuche an Speichel-, 
Pankreas- und Gallenfistelhunden und oesophagotomierten Hunden 
gemacht worden, wobei wir die Liebenswiirdigkeit von A. P. 
Sokoloff in Anspruch genommen haben. 

Als Versuchsnahrung bedienten wir uns des Eiweibes hart 
gekochter Eier, welches den Hunden in einer Menge von 200 g 
in modglichst groBen Stiicken gegeben wurde. Auferdem sind 
einige Versuche mil rohem Eiereiweibe (200 g) angestellt. 

Die Versuchsanordnung war dieselbe, welche in der I. Mit- 
teilung genauer beschrieben worden ist. 

Das aufgenommene Verdauungsmaterial, mit Wasser ver- 
dinnt, wurde vermittelst einer meistenteils titrierten Natrium- 


') Die Fistel befindet sich 1—1'/z cm weit vom Pylorus. 


2) > > > > 15 

, > 25 > » > 

4) y > » . 1 m » 

 s s y . 2—3 cm vor dem Coecum. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVI 
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carbonat(oder hydrat-jl6sung oder bei alkalischer Reaktion mit 
einer titrierten Schwefelsaurel6sung genau neutralisiert und von 


den isolierbaren unverdauten Eiweifstiickchen befreit, mit viel 
Wasser verdiinnt, bis zum Sieden erhitzt, dann mit Essigséiure 
schwach angesiéuert, wieder erhitzt und noch heib filtriert. Die 
unverdauten Eiweifstiickchen, der durchgewaschene Filterriick- 
stand, sowie einige Probestiickchen aus dem Nahrungseiweile 
wurden eingetrocknet. 

Das Filtrat wurde eingedampft bis zu einem Volumen von 
400 com und in zwei gleiche Portionen geteilt. Aus einem Teile 
wurden nach der Ammoniumsulfatmethode Albumosen und Pep- 
tone mit den Restkérpern getrennt und eingetrocknet. Die zweite 
Portion wurde in gleiche Teile eingeteilt, von welchen der eine 
zur Bestimmung der Trockensubstanz, der zweite zur Bestim- 
mung des gesamten Stickstoffs diente, der dritte wurde mit 
dem gleichen Volumen geséttigter Zinksulfatlobsung (primdre Al- 
bumosen), der vierte mit 75°/o (Deuteroalbumosen A), der fiinfte 
mit &83°/o (Deuteroalbumosen B) derselben ausgefallt, und der 
sechste mit gepulvertem Zinksulfat (Deuteroalbumosen C und 
Gesamtalbumosen) gesiittigt. Der Zinksulfatniederschlag der 
letzten Portion (Gesamtalbumosen) wurde abgesaugt, mit Schwefel- 
siiure angesiiuert und mit Phosphorwolframséure zwecks Be- 
stimmung der Peptone und der Endkorper ausgefiillt. In der 
letzten Zeit benutzten wir zu demselben Zwecke einen besonderen 
(siebenten) Teil der Fliissigkeit (der Albumosenwert wurde sub- 
trahiert). In den Albumosenniedersehlagen, Phosphorwolfram- 
siureniedersechlag und Phosphorwolframséurefiltrat wurde der 
Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. 

Die Quantitéten der einzelnen Abbauprodukte wurden 
folzenderweise ermittelt: man subtrahiert von dem Stickstoff- 
gehalte des betreffenden Niederschlages den des vorhergehenden. 

In den Trockensubstanzen wurde der Aschegehalt bestimmt 
und subtrahiert, so dal sich die betreffenden Zahlen in 
den Tabellen und im Texte auf die aschefreie Trocken- 
substanzen beziehen. 

Ubrigens ist die Analyse nicht in allen Versuchen mit der 
eben angegebenen Vollstindigkeit ausgefiihrt worden. 
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II. Berechnung der einzelnen Bestandteile der Verdauungsprodukte. 


Die bei unserem Versuchsvertahren aufgenommenen Ver- 
dauungsprodukte enthalten auber dem Nahrungsreste und den 
Abbauprodukten noch verschiedene Verdauungssiifte: Speichel, 
Magensaft mit Schleim, Pankreassaft und Galle. Selbstverstand- 
lich wire es wiinschenswert, in den einzelnen Versuchen die 
Kestandteile dieser Sekrete, wenn auch nur annahernd, ab- 
schiitzen zu konnen. 

Wir griindeten die Abschatzung des Gehaltes der einzelnen 
Sifte auf folgenden Erwaégungen. 

Die Aciditat der Verdauungsprodukte wird einerseits durch 
die Salzsiure des Magensaftes und anderseits durch die Peptone 
hedingt. Ist die Menge der letzteren bekannt, so J&Bt sich die 
Ouantitiit des Magensaftes, dessen Salzsiure nicht neutralisiert 
ist, leicht berechnen. Der Magensaft enthilt bei KiweiBnahrung 
0.6%) Salzsdure. 1g Pepton aus unseren Analyseprodukten wird, 
wie sich erwiesen hat, durch 6,8 eem ®/10o-NaOH neutralisiert. 

Es muB aber in Betracht gezogen werden, da ein Teil 
der Sauren durch die Alkalien des Speichels und des Eierei- 
weibes neutralisiert wird. Wir gaben einem oesophagotomierten 
Hunde 200 g Eiereiweifi und gewannen sie aus der Oesophagus- 
Offnung wieder mit 3 g Speichel vermengt. Von den 200 g haben 
wir spiiter 130 g zu einem Brei zerrieben (wie es bei unserem 
Versuchsverfahren im Magen beim Pylorusfistelhund geschieht) 
und mit den iibrigen 70 g in 110 ¢@ Magensaft auf 2 Stunden 
im Brutofen bei 37° C. digeriert. Nachfolgende Titration be- 
wies, daB dabei 99 g Magensaft neutralisiert werden. 

Kin weiterer Teil des Magensaftes wird bei einigen von 
unseren Versuchen durch Pankreassaft und Galle neutralisiert. 

Aus Versuchen an Gallen- und Pankreasfistelhunden er- 
sahen wir, daf die Einfiihrung von 200 g gekochtem EiereiweiB 
eine 5—6stiindige Sekretion von 74 g Galle und 166 g Pan- 
kreassaft hervorruft. Wir mischten 37 Teile Galle mit 83 Teilen 
Pankreassaft und neutralisierten die Mischung mit Magensaft, 
wozu 74 Teile des letzteren erforderlich waren. Es folgt daraus, 
dafi der neutralisierte Teil des Magensaftes sich zum neutralen 
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Gemisch der Safte wie 57:97 verhiélt und sich aus der Ge- 
samtmenge berechnen lJaft: die Gesamtmenge des Pankreas- 
saftes und der Galle entspricht ®/97 der neutralen Mischung. 

Kbenso wie den Magensaftgehalt kann man auch den Ge- 
halt des Pankreassaftes und den der Galle berechnen und zwat 
kommt dann auf die Rechnung des Pankreassaftes °3194 und 
auf die Rechnung der Galle °4/194 der Gesamtmenge. 

Was endlich den Darmsaft anbetrifft, so kann er wegen 
der unbedeutenden Quantitiét vernachlassigt werden. 

Zur Erlauterung des Gesagten geniige es, einige Beispiele aus un- 
seren Versuchsserien anzufiihren. 

Versuch am Magenfistelhund (Tabelle A) Nr. 2. 
Zum Neutralisieren waren 68 ccm */10o-n-NaQOH erforderlich. Die ge- 


ringe Aciditiit O15 der Peptone kann natiirlich vernachliassigt werden. 
— — 36,4 >< 68 

so dafl\ die ganze Alkalienmenge zur Neutralisation der freien ( —T0 ) 

0,248 g Salzsiiure, welche (0.248 : 0,006) —= 41,4 ccm Magensaft entsprechen, 

aufgebraucht worden ist. Die im Magen gefundenen 113 ¢ intakien [i- 

weifes vermochten dem oben gesagten nach ca. (0,495 “ 113) -= 55,6 cem 


Magensaft zu maskieren. Der Totalgehalt an Magensaft betriigt also 97 cem 
Versuch am Pylorusfistelhund (Tabelle B) Nr. 29. 


Das Gesamtgewicht der gewonnenen Produkte ist 640 g. Die Ge 


samttrockensubstanzen (7,04 {isolierbare EKiweifbréckel] -+- 10,30 {Filter- 
riickstand| +- 15,61 |Abbauprodukte]) betriigt - $1.45 ¢ und iibertrifft 
also weit die der Nahrung (31,45—25,92) 5,93. Angenommen, daly die 


200 ¢ Kiereiweif, welche der Hund bekommen hat, sich in dem gewon- 
nenen Gemenge befinden, lifst sich schlieKen, dafi wir darin 440 ¢ Se- 
kretionsprodukte haben. 

Zum Neutralisieren der Gesamtmenge wurden 295 ecm ® 10-NaOH 
verbraucht. Diese Zahl stellt die Endsumme der gegenseitigen Wirkung 
der sich in den Verdauungsprodukten befindenden Siiuren und Alkalien 
dar. Als Siiuren wirken hier die Peptone und der Magensaft, als Alkalien 
das Kiereiweif, der Speichel, die Galle und der Pankreassalt. Wir fanden, 
dafs 1 g der von unseren Hunden gewonnenen Peptone 6,8 9/10-NaOH zu 
Neutralisation brauchen. Da die angegebenen Verdauungsprodukte (Ta- 
belle B XIV ‘)/6?)) 8,93 g Peptone enthielten, so brauchte man zur Neutrali- 
sation derselben (8,93 >< 6,8) == 61 ccm ®/10-NaOH. Die iibrigen (295 —61 
254 ccm dienten zum Neutralisieren der freien Salzsiure, welche in 144) ¢ 
Magensaft enthalten waren. Auber diesen 140 g muften sich in unseren 


') Die vertikale Kolumne. 
*) Die horizontale Kolumne. 
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Verdauungsprodukten noch 99 g Magensaft befinden, die durch die Al- 

kalien des E1ereiweiftes maskiert waren. Es bleibt also fiir das neutrale 

‘ re , 201 $7 iieiia 

Gemisch (440 — 140 — 99) = 201 g. darunter aa ) 77 ¢ Magen- 
ea 


201-83 201-37 
af oe a eg ». -wonceaf 
saft ( 194 ) = &) ¢ Pankreassaft und ( TTY ) 


Die angefiihrte Ausrechnung zeigt also, dafs die 440 ¢ 


39 © Galle. 


Sekretions- 
produkte aus (140 -+ 99 —- 77) = 316 g Magensaft, 85 g Pankreassaft 
and 39 ¢ Galle bestanden. 

Auf Grund unserer eigenen Untersuchungen und der von 
anderen Autoren ist es gestattet, anzunehmen, dal} bei Fiitterung 
mit koaguliertem Eiereiweifi die Trockensubstanz des Speichels 
im Mittel 1,.2°/o, die des Magensaftes 0,5, des Pankreassaftes 
2.5. der Galie 2.0°%/9 betriigt. 316 ¢ Magensaft, 85 g Pankreas- 
saft und 39 ¢ Galle enthalten also 4.49 ¢ Trockensubstanz. 
Auberdem haben wir uns tiberzeugt, dafi im niichteren Magen 
sich immer Schletm befindet, dessen Trockensubstanz gewohn- 
lich O.4 g betriigt. Fiigt man die Trockensubstanz des Speichels, 
welche man auf O,f g abschiitzen kann, hinzu, so bekommen 
wir In der Endsumme 4,99 g. Es bleibt noch (5,58 — 4,99) 
O54 ¢ Trockensubstanz tibrig, deren Herkunft) in zufilligen 
Ingredienzien, wie z. b. Epithelzellen, Haaren usw., zu suchen ist.!) 

Die beigemengten 5,53 ¢ Substanz sind nicht gleichmiibig 
in unseren Analyseprodukten verteilt. Wir fanden, dai das oben 
erwahnte neutrale Siiftegemisch (37 ¢ Galle, 83 ¢ Pankreas- 


saft und 74 ¢ Magensaft) nach der Ans&uerung mit Essigsiiure 


r Substanz bildet. 


tm) 


und dem Erhitzen einen Niederschlag von 1,34 
In unserem Falle ist folglich der Niederschlag 1,40 g, welche 
mit den 0.8 g Sehleim-Speichelsubstanz, 0,16 g Magensaft- 


substanz.?) 0.54 ©« zufillig beigemischter Substanz (zusammen 
2.60 ¢) einen Zusatz zu dem unverdauten Eiweifbbodensatz 


bilden. Der letzte enthilt also (10,30—2,60) = 7,70 g. Die 
ubrigen (5,93—2,60) = 2,93 gehen in das Filtrat und dadurch 


in die Fraktion der Abbauprodukte fiber. Subtrahieren wir diese 
beimengung zur Hiilfte von den Albumosen (4,68 g) und Pep- 





¢ und wir benutzten 


r 


1) Im Mittel betrigt die Beimengungssubstanz ca. | 
diesen Wert zur Ausrechnung der Bestandtetle bei den Darimfisteihunden. 
*) Wir fanden, dafs neutralisierter, dann mit Essigsiiure angesiuerter 


und aufgekochter Magensaft 0.05 °/o Filterriickstand lefern. 
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tonen (8,93 g), erhalten wir die Werte der reinen Produkte. 
3,22 g Albumosen und 7,46 g Peptone und Restkorper. Die 
Albumosen sind zweifellos von einer geringen Quantitiét von 
Ovomucoid begleitet, welches, wie bekannt, durch Sattigung mit 
Ammonsulfat ausfallt. 

Das Filtrat des angesiiuerten und erhitzten Saftegemisches 
(194 g) enthalt 160 mg Stickstoff, wie sich aus unserer speziellen 
Analyse ergeben hat. Im Versuche Nr. 29 enthielt das Gemisch 
201 g¢ und daher ist es anzunehmen, da in das Filtrat 166 mg 
libergegangen sind. 

Der Hund bekam 3,655 g Stickstoff. Wiedergefunden sind: 
im unverdauten Eiweifreste 2,149 g und in den Abbauprodukten 
des verdauten Eiweibes 1,698 g, nach Subtraktion der 166 meg 
— 1,532 g zusammen gewonnen (2,149 + 1,532) = 3,681 : 
Diflerenz zwischen dem gegebenen und wiedergewonnenen Stick- 
stoff (3,655 — 3,681) = -— 0,026 g. Dieser UberschuB (-- 0,026) 


am) 


mul als Konsequenz der unvermeidlichen Berechnungsfehler be- 
trachtet werden. In den Tabellen sind die betreffenden Werte 
mit subtralierten Beimengungen angegeben. 

sei der Berechnung der einzelnen Bestandteile der \er- 
dauungsprodukte, welche wir bei Milton (Duodenalfistelhund) 
gewannen, benutzten wir ganz dieselbe Methode wie beim Py- 
lorusfistelhund. Dal diese Methode befriedigende Resultate liefert, 
libt sich an Milton am besten beweisen. Wie aus der Ta- 
belle GC (VII—VII 4) ersichtlich ist, sechied Milton im Mittel 
141 g Pankreassaft und 64 ¢g Galle aus. In zwei Versuchen, 
welche wir an Pankreas- und Gallenfistelhunden ausfthrten, er- 
hielten wir bet einer Gabe von 200 g hart gekochtem Elerei- 
well} 166—168 ¢@ Pankreassaft und 68—74 ¢ Galle. Im Ver- 
suche Nr. 33 bei Milton sind die betreffenden Werte (169 g 
Pankreassaft und 76 ¢ Galle) identisch. 

Bei unserem zweiten Duodenalfistelhund (Rjabtschik), 
bei dem die Kaniile um 10 cm weiter vom Pylorus angelegt 
worden war, mufte im Duodenum und in dem betreffenden 
Jejunumabschnitte ein Teil der Verdauungsfliissigkeit resorbiert 
werden. Bei unserem Jejunumfistelhund (Lew) erwies sich immer 
die gesamte Verdauungsfliissigkeit neutral, so dab wir annehmen 
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diirfen, dal bei ihm die frei gebliebene Saéuremenge durch 
den der Fistel vorgelagerten Jejunumabschmitt resorbiert wurde. 
Wir sind also gezwungen, die beigemengten Pankreas- und Gallen- 
substanzen bei beiden eben erwahnten Hunden nach den bet 
Milton erhaltenen Mittelwerten (141 @ Pankreassaft und 64 g 
Galle) abzuschiitzen. 

Ebenfalls nehmen wir fiir die Magensaftmenge bei Lew den 
bei Milton erhaltenen Mittelwert (294 g) an. Bei Ryabtschik 
wird die Magensaftmenge aus den Werten der Gesamtmenge 
der aufgenommenen Produkte und den der Gesamtsubstanz des 
Pankreassaftes und der Galle berechnet. 

Was endlich den [leumfistelhund (Bjelka; anbetrifft, so 
lassen wir die Berechnungsart an geeigneter Stelle folgen. 


III. Die Resultate unserer Untersuchungen. 


Unsere 54 Versuchsprotokolle und die hier beigegebenen 
6 Tabellen, in denen die Resultate der chemischen Analyse der 
aufgenommenen Verdauungsprodukte dargestellt sind, geben uns 
liber den Verlauf der Verdauung des Eiereiweibes folgende 
Kenntnisse. 


1. Gekochtes Eiereiwelbh. 


1—1!,2 Minuten nach der Nahrungseinnahme entleert der 
Magen beim Pylorusfistelhunde eine geringe Menge schwach al- 
kalischer Fliissigkeit, welche aus Speichel und Schleim besteht. 
Nach Verlauf von ca. 4 Minuten ergiebt sich aus dem Magen eine 
siiuerliche Fliissigkeit. Von diesem Moment an beginnt eine regel- 
miiBige je 10—12 (selten 8—15) Sekunden sich wiederholende 
Pyloruser6ffnung, wobei jedesmal 1—2 ccm einer leicht getriibten 
Fitissigkeit mit ganz kleinen Eiweifstiickchen ausgeschieden 
wird. So vergehen ca. 20 Minuten, bis sich die ersten isolier- 
baren Eiweibstiickchen zeigen. Der Magen bedarf offenbar 20 Mi- 
nuten, um die zu grofen Elereiweibstiieke fiir den Darm in ge- 
elgneter Weise zu verarbeiten. Mit dem Erscheinen der feineren 
Fiweibstiickchen endet die erste Periode der Magenverdauung. 

In der zweiten Periode folgen die Pylorusschiisse anfangs 


in denselben Abstiinden, wie friiher: nur ist die sich ergiebende 
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Versuche am May. 























| I] II] lV V V1 Vi VItl IX X 
ae felt Sub- | Stick- Mageninhalt. Substanz des Eiweifes 
suchs-| dauer | ctanz . stoff unverdaut gebliebenen verdauten 
num- | in . lsolierbare, Bouensay7 im feng a Albu- | Pep- 
mer | stun der Nahrung | Stiekehen (oi amin ¥ANZeD) panzen MOsen’ tone 
den g or g g {| g | g g g 
1 I I 25,72 3,627] 15,28) 2,14 17,42 2,456) — _ ina 
2 2 | 24.75 3.4301 13.83 1.35 15.18 2,140) 0,97 O15) {49 
3 } I 26.89 3,731] 15,96; 1,55 15,51 2,469 | ~ ; . 
fH 4 | 2 | 2514, 3,544] 484) 135 | 619, 0,872) 047 086 1139 
i 2 | 25.92) 3,655] 10.25) 1,07 11,32) 1,596) — , mo 
6] 6 2 25.53 83,5601 2.70; 030 3.00 0.423) — _ im . 
7 7 3 25.34 3.573] 435 145 5.80 O818) O47 0.35 ) No : 
s 8 ; 25.72 3,627] 3,96! 0,68 £64; 0,654; — | 
gg 92 3.655] 5,42) 0,87 6.29 0.887; — 
Lo} 10 3 | 25.37) 3,577] 4,45! 0,68 | 513! 0,723) — 
ti} tt 4 | 2514) 3.545] 1,76! 0.76 252 0355! 0,76 OLf ; | 
fae. “SS 4 925.34 3.553 5,32 0.73 6,05 0,853 — — i 
13) 13 t | 26.30 3,708} 3,80) 1.27 4.57 | 0,564) — 
14 Li i 25,92 | 3,655 3.50) 0.77 4.27 0,602 i 
a) ee 4 26.30 3.708] 4.64) 0.68 9,32 0,750) — 
1G} 16 2475 3490} 0,30) 0.68 0.98 0.138); — 
17 17 D 2514 3,544 2 O4 LOD 5.59 0.506 O.176 > 0.77 
[s} 18 5h | 25.92 3.655) 1,99) 0.50 2.491 0,301; — — | — Bi 
oy 19 6 | 25.37 3.577] 1,45] 1,68 3.13 0.440! 056 — 0.54 
Y() () 6 95.34 > 3.553 ().48 O,10 0.58 0082; — 
21} 21 6 25.36 3.576 0.00 0.00 0.00 0.000 0.00 0.00 
an I 25,75 | 3,631] 15,02 1.68 16.70) 2.355! O,97 Q,15 | 1,12 
Mittel- ; yen e, 
231 werte 2? 25.33 | 3.5721 6593)| 0,91 684 O964 O47 O86 1 
D4 fiir iz 25.09 3,608 4.99 Q.92 5.47 | 0.771; 0.47 0.35 U2 
ein- : : a ae iG way - Ps a 
on 4 25.63 3,614} 3,02 O82 3.84: 0.541) 0,76 0.11 ). 
zelne 
961 Stun- 5 925.53 3.600] 2.04 1.03 3.07 0.433 0.76) 0,76 12: es 
3.076 0.59 0173 
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XH XIV XV XVI XVII XVII} XIX XX XXI | XXIl 
N in den Der Teil des Ei- |Magen- 
weifes, welcher 
Albumosen Peptonen’ Rest- jy, | dem Magen ver- | salt 
Deutero gesamten Posey kor- saosin vata. in 
A B G Albumosen dukten pern sanzenhin Sub- = si 
g g g g g g g stanz 
: = = - - ea 30.00 97 OO 
~ 0.026) 0.040 0,029) 0,133 0,031 0,021 > O18) — 30) 
i - an - 71.00 _ 
0.025 > 0.042 0.035 0.129 0.053 0.030 0.212 Dd] 
OO11) 0.017 0.012 O107 0.042 ) 0.025) O72 SU 87,50 
RY — — - 74,00 
GORD 0.074 0,032 0,256 0.124 O58) O418 6D Q4.00 
0.041 0,043 0,024 0.132 0.114 | 0.038) 0,284 = 72 82.50 
- ; oe ens —_ ” . 86.00 —- 
s OO11 0.027 0.062 0128 0.085 | 0029) 0,242 - i) 
a —_— — 74,20 
O118 0.029 0.036 0.152 Q.025 0.020 0.197 78 93.50 
aon Aas _ 81.00 
| 0.00 Spuren 0,015 0.015 0.014 O.O10  O.036 32 S00) 
( pu = = = SU.O0 _ 68.7) 
~ 2 0017 022 0,042 0.005 0,001 0,028 | 0,094 wv 
: 7 | sie 83.00 -- ~ 
000 000 O012 0012 0.20 ().032 7 
(OW) 0.00 Q.00 0.00 O.00 () () 100 L100 
? 0026 0.040 0.029) 0133 0.031 0.021 O185) 30 30 97 WO) 
30 
OO18 0.050 0.024 0118 0.048  O0027, OA93] 71 6d 87,00 
bs 
s) , 0.063. 0.054) 0.028 0.184 O129 | 0.048) 0361 74 60) 88,25 
72 
af > 0.043 0.017 0.038 0.098 0.040 Q.0O30 O168 4 SU) 54.30 
Ss? 
0.017. 0.022) 0.042, 0.005 0.061 0.028 O.094 SU) H) 68.75 
RD 
HO000 0.000. 0.012. 0.012 0.0 20) 0.032 G2? QQ 
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Versuche am Pylo 




















| I] Wt | IV V VI | Vil Vill} IX X XI 1] ; 
Sub- | Stick- Aufgenommene Substanz 
Ver- | Ver- — repdant eobl 
stanz | stoff | Verdauungsprodukte | 4es unverdaut geblieh, 
suchs- Eiweifes 
suchs- Ge- | Ma-' Pan. | Isolier- 
num- der | aye Boden- 
samt- | gen- kreas-/q bare |. 
dauer ' GallelStiick-; 
ner Nahrung |menge) saft | saft chen | 54! |ganzen g 
oe ar Co oe oy vr we oy Oo 
a) 2) 5 a) 5 5 a) a) > 
1} 22 £5 7 26.60) 3,751] 501 —}—|{- 7,06 | — 
21 23 $55 § 25,72 | 3,627] 527 — — | 667; — — 
3] 24 99 | 2514 3,545] 637 —} —! —] 6,58 — 
-] 25 510 | 26.69) 3.763] 641 ; —|— 8,12 
Db] 26 940 | 26.88) B850 7 623 —;}; —}|— 8,32 - 
| 
6] 27 | 530 | 25,92) 3,655] 653 | 327; 88 | 381] 929 | 7,46 | 16,75 
7{ 28 | 539 | 25,72] 3,627] 588 | 290) 68 | 30] 10,39 | 523 15.62 222H 
&] 29 500 25,92 | 3,655] 640 | 316) 835 | 39 | 7,54 | 7,70 | 12,24 21 
9} 30 | 515 | 25,34) 3,573] 631 | 303) 89) 39] 7,16 | 7,74 14.90 20 
| | | 
| | | 
10} 31 | 530 | 25.54) 3,601] 650 318] 91 41 | 820) 853 16.73 20° Ry: 
| | 
{1} 32 54 | 26.30} 3,710] 640 | 308) 91 | 41] 8.00) 841 1641 25h 
12 |Mittelwerte ‘)}} 25.79 | 3,637] 634 310. 85d 38 8.43 7,05 | 15.92 Us Y 
13 Jin Prozenten| — , —~—|—| —s ge 28 62 

















') Die Mittelwerte sind von den Versuchen 27—32 abgeleitet. 
*) In den Versuchen 22—26 sind die Werte ohne Beimengungssub' 
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XIV XV XXII XXII} XXIV XXV 
oubstanz Stickstoff in den Wieder-} Differenz 
yerdauten gefun- —— 
‘ adem 
Fiweifes Albumoson Pep- dener | gegebenen 
tonen Rest- sam- Nal und dem 
Pep- : Proto | 1) , t . ° und } ten —— wieder 
16 im eutero } im basi- | kjjp- | Ab- rungs- ge- 
und und gan- — ee » © thide, —— 
J My <p} hest- a; nzen > { ‘ U- — iTO- . CK- 
~ korper Bt Hetero A B C zen dukten PEM gukten}  stoft stoffe 
: g g g g gigs g g g g g g 
5.60 11,52} — | — (—|— ~ - — 
—— — | —_— se — —— 
| 
§ 839 1343) — 1 —); —! — — - 
7.39'1293} — | —| — _ _ 
| | 
| 0,092)0,147 0,078 0,217 0,534 0,7910.373 1,698 - 
14 917 10,093'0,145 0,098 0,191, 0,527 0,820 0,120 1,295 | 3,655 0 
== B25) 587) L010 [0,089 0,112 0101 0,202) 0,505, 0,805 0,296 1,476 | 3,678 | 4- 0,051 
- 2 746 10,68 | 0,092'0,146 0,099'0,227 0,563 0818 0,301 1,532 | 3,681 | +- 0,026 
. P80 6,64 10,44 | 0,082 0,135 0,083 0,160: 0,533. 0,800 0,293 1,456 | 3,557 | — 0,014 
a | 77 404 =& 81 10,098 0,121 0,095 0,115 0.430) 0.890 0,173 1,167 | 3,519 | — 0,082 
| 
4 619 > 989 10.116'0,184 0,081 0,154) 0,535 0,972 0,128 1.510] 3.824] -- 0,114 
"O89 0,85 [0,095 0,141 0,090 0.181) 0,518 0,842 0.241 1,406 | 3,652 | — 0,016 
20 23 & 38,6) 100.6 0.6 
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triibe Fliissigkeit mit Eiweifstiickchen vermengt, deren Volumen 
nach 45—)d0 Minuten vom Anfange des Versuches merklich 
zunimmt, doch sind die ausgeschiedenen Stiickchen 5—6mal 
kleiner als die gegebenen. 

Der zweiten Periode, welche ungefithr 1!/4 Stunde dauert, 
folgt die dritte Periode, welche sich dadurch unterscheidet, dal 
die Pylorusschiisse a@rmer und schwiicher sind und = sich mit 
immer sich verlingernden Abstinden absondern: anstatt 10 —12 
Sekunden dauern jetzt die Pyloruspausen) 15—30° Sekunden, 
dann mehrere (2—-11) Minuten, bis die Magenentleerung vollig 
sistiert. Die Dauer der dritten Periode schwankt zwischen 1!/z 
bis 2 Stunden, Die Dauer der ganzen Verdauungsperiode betriigt 
3—3'y Stunden. 

Im Verlaufe des Versuches finden — augenscheinlich unter 
dem Einflu6B antiperistaltischer Darmbewegungen --— Galle und 
Pankreassaftentleerungen statt, welche ebenfalls einer gewissen 
Regelmiitbigkeit unterliegen. Wiihrend der ersten Periode bleiben 
diese Entleerungen vollig aus. Sie erscheinen gewoOhnlich zuerst 
einige Minuten nach dem Beginn der zweiten Periode und noch- 
mils am Ende der zweiten Periode. Wiihrend der dritten Periode 
erscheinen sie ebenfalls 2——3mal und zwar am reichlichsten 
nach der Sistierung der Magenentleerungen. 

Verfolgen wir am Pylorusfistelhund die Magenentlee- 
rung stundenweise, so tiberzeugen wir uns, dafi sie mit jeder 
Stunde abnimmt. So fanden wir z. B. in einem Versuche 
die betreffenden Zahlgroben: 325 — 184 — 40 — is — 2g. 

Aus dieser Zahlenreihe ersieht man, dab die Haupt- 
menge — ca. 8$7%/o — der Verdauungsprodukte den 
Magen binnen der ersten zwei Verdauungsstunden ver- 
lassen. Dieser Befund stimmt mit den Ergebnissen der Ver- 
suche am Magentistelhund tiberein. In der Tat ersehen wir aus 
der Tabelle A (XX—XNI1/23), dab im Verlautfe der ersten 
zwel Verdauungsstunden 68°/o der Nahrungssubstanz 
aus dem Magen entfernt wurden: dabei ist es auch er- 
sichtlich, dafi auf die zweite Stunde ein gréberer Wert fallt 
38%o). als auf die erste (30°/o). Dasselbe Verhiiltniss bewiihrt 
sich an dem Pylorusfistelhund; nur ist die gesamte Pylorus- 
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entleerung in der ersten Stunde gréber wegen der reich- 


licheren Magensaftausscheidung. Die reichlichere Abson- 
derung des Magensaftes in der ersten Verdauungsstunde  be- 
stiitigen auch die Befunde am Magenfistelhund. So wurde am 
Knde der ersten Verdauungsstunde 97.0 ¢ Magensaft gefunden, 
wihrend in den iibrigen Verdauungsperioden nur kleinere Werte 
54,30—88.25 2) sich auffinden lieben. 

Obgleich die eben erwihnten Resultate der Versuche am 
Magen- und Pylorusfistelhund sich im allgemeinen decken, darf 
man doch bei ihnen nicht in jeder Hinsicht Ubereinstimmung 
erwarten. Einerseits mu die Motilitiit des Magens beim Magen- 
fistelhund gewissermafen durch die in der Fistelgegend ent- 
standenen Adhiisionen zwischen dem Magen und der Bauch- 
wand beeintriachtigt sein: dadureh erklart sich, dai wir nach 
der dritten, vierten, fiinften und sechsten Versuchsstunde Ei- 
welbreste finden, welehe nur ganz langsam abnehmen (4.93 — 
tO — 3,02 — 2,04 — 0,97). Anderseits aber muh beim Py- 
loruslistelhund wegen der teilweisen Ausschaltung des sogenann- 
ten Darmreflexes die Magentiitigkeit gleichfalls beeintlubt sein: 
dadurch geschieht es, dah die Verdauungsprodukte den Magen 
rascher verlassen als normal, was daraus zu schlieBben ist, dab, 
wie wir weiter sehen werden, bei den Duodenalfistelhunden 
der Mageninhalt langsamer in das Duodenum iibergeht. 

Wie dem auch sei, sind die Abweichungen von der Norm 
in den Versuchsergebnissen bei den Magen- und Pylorusfistel- 
hunden nur quantitativer, nicht aber qualitativer Art, und wir 
glauben in unseren hierher gehorigen Resultaten im allgemeinen 
ein wahres Spiegelbild der normalen Verhiltnisse annehmen 
zu diurfen. 

Die Tabelle A (X und XVII/2.—3) zeigt. dafB schon am 
Ende der ersten Verdauungsstunde im Magen Peptone 
vorhanden sind. Aus den Kolumnen XI und XIX (Tabelle A) 
ist ersichtlich, daB wahrend der ganzen Verdauungszeit eine 
gewissermaben bestindige Quantitét von Abbauprodukten (Sub- 
stanz: 1,12 — 1,13 — 0,82 — 0,87 — 1,52 — 1,10) sich im 


Magen befindet, unabhingig von dem vorhandenen Speisereste. 
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Diese Tatsache fiihrt uns zum SchluB, daB der Ver- 
dauungsprozehB im Magen wahrend der ganzen Verdau- 
ungszeit eine mehr oder weniger gleichmafige In- 
tensitat besitzt. Die mechanischen Vorgange scheinen unter 
anderem auch dahin zu wirken, daB der chemische Prozel} im 
Magen in gleichmabigem Gang erhalten wird. 

Von den 200 ¢ Elereiweibstiicken wurde bei unserem 
Pylorusfistelhund nur !)3 (35°/o: vergl. Tab. B IX/12 und Ill 13 
nicht fein zerrieben. Man kann also sagen, dab das Zerreibungs- 
vermogen des Hundemagens bei unserer Versuchsanordnune 
23 betriigt. 

In lOsliche Substanzen wird von der Nahrung 38°/o (Tab. B 
XV und XNIII 13) tibergefiihrt. Die Verdauungsleistung des 
Magens bet unserer Versuchsanordnung kann also als 2/5 be- 
zeichnet werden. 

Was die verschiedenen Arten der Abbauprodukte anbe- 
trifft, so waren im Mageninhalt meistens Albumosen 
enthalten (Tab. A, [X/22—27, XVI/22—27), ohne da aber 
von den Albumosenarten irgend eine tiber die tibrigen 
bedeutend priivalierte. 

In den Magenentleerungen aber privalierten 
beim Pylorusfistelhund die Peptone (Tab. B, XIV und 
XHP/13 und XNI und XNX/13). Es laBt sich daraus folgern, 
dafi die Albumosen im Magen linger zuriickgehalten 
werden, so daf sie moglichst in Peptone verwandelt 
werden. 

Die Vergleichung der Mengen der aus der Pyloruskaniile 
wieder erhaltenen Nahrungssubstanz (X1/13 und XV/13) resp. 
Nahrungsstickstoff (XXIV/13) mit dem vom Hunde eingenom- 
menen (II1—IV/13) beweist, dab die EiweiBresorption im 
Magen bei Eiereiweiffiitterung gleich Null ist (Tab. Bb, 
XXV/13). Der UberschuB von 0,6°%/o liegt in den Grenzen der 
unvermeidlichen Berechnungsfehler. 

Der AusfluB des Magensaftes aus dem Magen be- 
triigt beim Pylorusfistelhund 310 g und wir glauben 
annehmen zu diirfen, dab diese Menge das ganze 5e- 
kretionsquantum des Magens ausmacht. 
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Es war von vornherein anzunehmen. dali die mechanischen 


und chemischen Verhiltnisse sich ganz anders darstellten, wenn 
die Fistel zwischen dem Duodenum und dem Jejunum angelegt 
wire. Erstens wiirde die Verdauungsdauer im Magen liinger und 
die Pylorusschiisse seltener sein als bei der Pylorusfistel, infolge 
der sogenannten duodenalen Reflexwirkung. Zweitens wiirde 
die Totalmenge der Verdauungsprodukte zunehmen, infolge des 
Zuflusses des ganzen Quantums von Galle und Pankreassaft, 
oder abnehmen, falls im Duodenum die Siiftezufuhr durch die 
Resorption tbertroffen wird. AuBerdem waren Unterschiede 
in den quantitativen Verhiéltnissen der Abbauprodukte zu_ er- 
warten. 

Im allgemeinen haben sich unsere Erwartungen in den Ver- 
suchen an zwel Duodenaltistelhunden, Milton und Ryabtschik, 
erfiillt. 

Die Versuchsergebnisse bei beiden Hunden stimmen iiberein. 
Was aber die Einzelheiten anbetrifft, so muBten sie Unterschiede 
darstellen, weil beim ersteren die Kaniile ca. 15 cm, beim 
letzteren aber ca. 25 cm weit vom Pylorus angelegt worden 
war. In der Tat waren die gesamten Verdauungsprodukte bei 
Milton um 7°/o mehr, bei Rjabtsehik aber um 10°/o weniger 
als beim Pylorusfisteihund, wodurch sich beim letzteren die 
Resorptionserscheinungen bestimmter aduberten. 

Die 3 Verdauungsperioden, welche wir beim Pylorusfistel- 
hund unterscheiden konnten, lieBen sich auch bei den Duodenal- 
fistelhunden konstatieren. Nur sind bei den letzteren die Perioden 
linger, und zwar dauert bei Milton die erste Periode ca. 35 
Minuten (anstatt 20 Minuten), die zweite 2'!2 Stunden (anstatt 
| Stunde) und die dritte ca. 2 Stunden (1!/2—2 Stunden) 

Im ganzen ca. D))2 Stunden. 

Der erste Magenschul erscheint bei den Duodenalfistel- 
hunden 5—6 Minuten nach der Fiitterung. Bis zu diesem Zeit- 
punkt entleert sich aus der Kaniile klare alkalisch reagierende 
gelbliche Fliissigkeit (Pankreassaft mit Galle). Nach dem ersten 
Magenschuf folgen die weiteren in Abstiinden von 10—35. 
mitunter aber auch 60 Sekunden (beim Pylorusfistelhund 10—12 
Sekunden), Die Abstande zwischen den Schiissen, welche immer 
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triiber werden, sind nicht regelmaifbig, wie es beim Pylorus- 
fistelhund gewoOhnlich der Fall ist. 

Wir entnehmen als Beispiel aus einem Protokolle (Milton, Nr. 32 
folgenden Auszug: «10 Minuten nach der Fiitterung folgen die Magen- 
entleerungen in Abstéinden von Sekunden: 25 — 70 —- 15 — 10 — 25 - 
10 — 25 — # — 15 — 15 — 10 — 15 — 15 — 35 — 60 — 10 — 50 — 10.» 

Der Eintritt der zweiten Periode zeichnet sich ebenso wie 
beim Pylorusfistelhund durch Beimengung von leicht sichtbaren 
Kiweibstiickehen aus. Die letzteren sind weniger voluminds als 
beim Pylorusfistelhund, was augenscheinlich sich dadurch er- 
klirt, dal} sie lingere Zeit den mechanischen und chemischen 
Kinwirkungen unterlagen. Die Magenschiisse folgen in  den- 
selben Abstiinden (ebenso wie beim Pylorusfistelhund) und mit 
derselben Unregelmiibigkeit wie in der ersten Periode. 

Wiihrend der dritten Periode werden die Entleerungen 
immer sparsamer und erscheinen viel seltener (die Abstinde 
dauern selten mehr als 5 Minuten), als in den beiden ersten 
Perioden. 

Galle und Pankreassaft flleben aus der Kanitile entweder 
als Beimengungen zu den Magenentleerungen, oder unabhiangig 
von denselben in der Zwischenzeit von 2 Pylorusschiissen. Im 
letzteren Falle strOmen sie mit denselben Intervallen wie der 
Mavensaft, und zwar sind die Intervalle in der zweiten Periode 
kiirzer und in der dritten langer. 

Mitunter lief es sich beobachten, dafi der Gallenaus- 
scheidung eine verliingerte Pyloruspause vorhergeht. 

Als Beispiel ziehen wir aus dem oben erwihnten Protokolle (Milton, 
Nr. 32) 2 Notizen: 1. «Am Anfange der zweiten Periode kommen die 


Magenentleerungen in Intervallen: 12“ — 30° — 60% — 11% — 12” — 
— 18” — 22” — 11” — 50% — 8” — 13” — 17” — 10” — 11” — 11” 

14° — 30” 70" — 40 12“ — 9” — 60” — 15” — 14” — 40” — 22’ 
— 25’, dann folgen reichlichere Gallenbeimengungen in Intervallen: 15’ 
— 30” 14° — 24” — 30” — 15” — 15” — 25” — 29” — 60%.» 2. Am 


Anfange der dritten Periode Magensaftentleerungen in Intervallen: 5/40" 
— 3/30” — 2/30”; dann kommen wieder Gallenbeimengungen in Intervallen: 


3/50’ — 130’; wieder Magenentleerungen: 20” — 2” — 4/30” und wieder 
reichlichere Gallenbeimengungen: 1‘ — 5‘ usw.» 


Verfolgten wir die Gesamtentleerungen stundenweise, s0 
bekamen wir eine ganz andere Zahlenreihe als beim Pylorus- 
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fistelhunde. So erhielten wir in einem Versuche bei Milton 
(Nr. 33) folgende Zahlenreihe: 192 — 219 — 145 — 75 — 
49 — 31 g. Diese Zahlenreihe unterscheidet sich von der- 
jenigen, welche wir fir den Pylorusfistelhund angefiihrt haben 
(325 — 184 — 40 — 13 — 2 g), augenscheinlich dadurch, dab 


in der letzteren die Werte mehr nach links, d. h. zu den friiheren 
Verdauungsstunden geriickt sind. Das hiingt von den beschleu- 
nigten Pylorusoffnungen infolge der Unvollkommenheit des Duo- 
denalreflexes ab, und wir glauben die mechanischen Vor- 
ginge, die sich betreffs der Magenentleerung an den 
Duodenalfistelhunden konstatieren lassen, als der 
Wirklichkeit entsprechend ansehen zu dirfen. 

Die groberen Eiweibstiickchen erwiesen sich bei den Duo- 
denalfistelhunden, wie schon erwihnt, ein wenig kleiner als beim 
Pylorusfistelhund und machten nicht !/3 der Nahrungsgabe, wie 
heim letzteren, sondern ungefahr '/6 (17—18°/o: vgl. Tab. C, 
IX/5 und 14), also zweimal weniger aus. Man koénnte denken, 
dab dieser quantitative Unterschied der unmittelbaren Wirkung 
des Duodenums zuzuschreiben ist. In der Tat wird er aber 
durch das lingere Verweilen der Stiickchen im Magen bedingt. 
Kinen zwingenden Bewels dafiir bringen unsere Versuche am 
Jejunumfistelhund, aus denen hervorgeht, dafi die groberen 
Eiweibstiickchen im Darm nur langsam abnehmen, indem die- 
selben im Jejunum fast dasselbe Mengenverhiiltnis (15°/o, Tab. D, 
Vil/5) wie im Duodenum aufweisen (17—18°/o0, vergl. Tab. C, 1X/5). 

Durch Subtraktion des Wertes der unverdauten Substanz 
(bei Milton 28°/o und bei Rjabtschik 41°/01)) von dem der 
gegebenen Substanz erfahren wir, dali die Hunde 72°/o resp. 
09°/o in Losung gebracht haben. Die gemeinschaftliche Arbeit 
des Magens und des Duodenums iibertrifft also die des isolierten 
Magens ebenfalls um ungefiihr das Doppelte. 

An einem Hunde mit einer Pylorusfistel und einer Duodenum- 
listel wird es moglich sein, den Verdauungswert des Duodenums 
allein und dadurch den des Magens allein zu bestimmen. Vor- 
laufig aber miissen wir uns mit dem Schlusse begniigen, dab 





') Dieser Wert scheint zu grof, zu sein; das laft sich aber viel- 
leicht dadurch erkliren, daf Rjabtschik raudig war. 
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die wirklichen eiweibl6senden Wirkungswerte des 


Magens bei einer Gabe von 200 ¢ gekochten Eierei- 
weifes zwischen 38°/o (wie beim Pylorusfistelhund) und 
72°/o (wie beim Duodenalfistelhund Milton) hegt. 

Die verschiedenen Abbauprodukte ordnen sich bei Milton 
absteigend in folgender Reihe: Restkérper (54°/o), Albumosen 
(15°/o), Peptone und basische Produkte (9°/o). Es folgt daraus, 
dai im Duodenum ein rascher Abbau der Peptone stattfindet. 
Im initialen Abschnitte des Jejunums aber beginnt eine Resorption 
der Endprodukte und deshalb erhalten wir bei Rjabtschik 
eine verminderte Quantitét von Endprodukten (24°/o anstatt 54°/0): 
auberdem lift sich ein Fortschreiten im Abbau der Albumosen 
konstatieren, weshalb der Albumosenwert (8°/o) durch den 
Peptonwert (17°/0) 

Hinsichtlich der Mengen der verschiedenen Albumosen abt 
sich nichts Besonderes bemerken. 


iibertroffen wird. 
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Von dem gegebenen Eiereiweihbe wird im Duo- 
denum nur ein ganz geringes Quantum (2°/o) resor- 
biert: dagegen wird im initialen Abschnitte des Jeju- 
nums nach dem Stickstoff berechnet 17°%/o, nach der 
Substanz — was weniger genau ist — 22% (Tab. C, 


vergl. XXV — Il] — X] — XV/14) resorbiert. 


beim Jejunumfistelhund (die Kanile wurde ungefiihr einen 
Meter weit vom Pylorus angelegt) lieben sich ebenfalls drei 
Perioden beobachten. Die erste Periode dauert ca. !/2 Stunde. 
Gleich nach der Fiitterung fing aus der Kaniile sich eine klare 
gelbiiche, schwach alkalische Fliissigkeit mit seltenen Pausen 
zu ergieben an. 

Der Anfang der zweiten Periode, welche 2!/2 Stunden dauert, 
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lafit sich dadurch bemerken, daf die Entleerungen immer triiber 
werden und daf bald grobere Eiweifstiickchen sich sehen lassen. 
Die Entleerungen sind im allgemeinen dichter als bei den Pylorus- 
und Duodenalfistelhunden und sehen gallertartig aus. Die Pausen 
sind unregelmabig und dauern bis 3 Minuten. 

Wiihrend der dritten Periode werden die Entleerungen 
sparsamer und durch immer sich verlangernde Abstande getrennt. 

Wie schon oben erwahnt wurde, wird im Jejunum siéure- 
haltige Fliissigkeit resorbiert. Die Resorption findet wahrend 
der ganzen Verdauungszeit statt, wie aus der Zusammenstellung 
der Werte der einstiindigen Entleerungen beim Duodenal- und 
Jejunumfistelhunde ersichtlich ist. Beim letzteren (Versuch Nr. 43) 
folgende Werte: 117 — 101 — 83 — 14 — 3 — Og (beim 
ersteren, wie erwihnt: 192 — 219 — 145 — 49 — 31 g). 

Die geringe Abnahme (15°%/o anstatt 17—18°/o bei den 
Duodenalfistelhunden) der EiweiBstickchenmenge _ weist 
darauf hin, daf dieselben im Darm nur langsam gelost 
werden, was zweifellos mit dem geringen Zerreibungsver- 
mogen des Darmes im Zusammenhange steht. Die jedoch statt- 
gefundene Verminderung des unverdauten Nahrungsrestes (31°/0 
anstatt 28 —41°/o) bei den Duodenalfistelhunden labt sich durch 
die Verdauung des Breies (16°/o anstatt 10—23°/o) erklaren. 

Das Verhiéltnis zwischen den einzelnen Abbau- 
produkten des Eiweifes ahnelt hier demjenigen im 
Duodenum und zwar ordnen sie sich folgenderweise: 
Restkérper (36°o), Albumosen (11°/o), Peptone und 
basische Koérper (7°). 

Bis zu der Jejunumfistelstelle wurden bei unserem 
Jejunumfistelhund von der Nahrung nach N_ berechnet 
21°/o und nach dem Substanzgewicht — was weniger genau 
ist — 24°%o resorbiert. 

Die Resorption der Abbauprodukte ist also bei 
Lew nicht sehr viel weiter (um 3°/o) fortgeschritten, 
als bei Rjabtschik entgegen der reichlichen Wasser- 
und Siureresorption. Wie weit hier die individuellen Unter- 
schiede Ausdruck gefunden haben, das hoffen wir an einem 
Hunde mit mehreren Fisteln entscheiden zu koénnen. 
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Auch beim [leumfistelhund lassen sich zwei Perioden unter- 
scheiden. Wihrend der ersten Periode, welche 3—4 Stunden 
dauert, entleeren sich aus der Kaniile nur wenige farblose 
oder braungefirbte Tropfen. 

Die zweite Periode, welche ungefahr 6 Stunden dauert, 
charakterisiert sich dadurch, dafi braune = gallertartige Ent- 
leerungen aus der Kaniile abflieben. Die letzteren erscheinen 
unregelmiifig in Absténden von 1--13 und mehr Minuten. 

In den aus der lIleumkantile gewonnenen Ver- 
dauungsprodukten lassen sich nur einzelne ganz kleine 
unverdaute Eiweifbstiickehen auffinden. In einem Ver- 
suche (Nr. 46) wurden die letzten sorgfiltig aufgesammelt 
und getrocknet. Wir erhielten dabei 0.3 g Substanz. 
Von dem gegebenen koagulierten Eiweibe sind also 
997° 5 gelést worden. Da die Biuretreaktion in allen Ver- 
suchen fast ganz versagte, ist anzunehmen, daf die geldste 
Substanz bis zu den Endprodukten verarbeitet wurde. 
Ob die ganze Menge der Abbauprodukte durch den Darm re- 
sorbiert wurde, kénnen wir nicht feststellen. Daf aber der 
Darm ein der eingefitihrten Substanz entsprechendes 
Quantum resorbiert hat, dartiber ist kein Zweifel. In der 
Tat wissen wir, dai zu dem gegebenen Eiereiweibe (200 g) 


im Duodenum ea. 7 ¢ Substanz mit den Verdauungssiéften hin- 
zugefiigt wird. Die beim Heumfistelhund gewonnenen Produkte 
enthalten (Tabelle E, VI'5) beinahe dieselbe Substanzmenge 
(im Mittel 6.3. g). 

Die gelésten Substanzen sind teilweise mit Phos- 
phorwolframsiiure fiillbar, teilweise nicht. Die nahere 
Natur dieser Substanzen bleibt noch uns zu bestimmen. 


2 Rohes Eilereiwelb. 


Die 8 Versuche an denselben Fistelhunden mit rohem Eter- 
eiweily gaben ganz andere Resultate, als mit hart gekochtem. 
Beim Pylorusfistelhund beginnen die Entleerungen fast 
gleich nach dem = letzten Schluck. In Absténden von 4—d) 
Sekunden folgen reichliche Schiisse, wobei sich aus der Kaniile 
klare, stark alkalisch reagierende Fliissigkeit (Eierklar) ergieBt. 
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So stellt sich die erste Periode dar, welche 17-—20 Minuten dauert. 
Die zweite Periode gibt sich durch die saure Reaktion und das 
triibe Aussehen der Entleerungen zu erkennen. Die Pylorus- 
schiisse werden seltener (Pausen von 1—5 Minuten) und spar- 
licher. Wéaiéhrend dieser zwei Perioden erscheint nie Galle. 
Die letztere zeigt sich nur in der dritten Periode, deren Anfang 
gegen das Ende der ersten Versuchsstunde eintritt, um nach 
{5—20 Minuten den Verdauungsprozeb im Magen abzuschlieben. 
Wihrend der dritten Periode wechseln sich Pylorusschiisse mit 
Galle- resp. Pankreassaftentleerungen ab. Die ganze Verdauungs- 
zeit gleicht 14/4 Stunde. 

Beim Magenfistelhund abt sich nach einer halben Stunde 
nur ein ganz geringer Nahrungsrest autlinden. Es fallen also die 
Ergebnisse am Magen- und Pylorusfistelhund ganz gut zusammen. 

In den Entleerungen (375 g) vom Pylorusfistel- 
hund findet man S88°/o des gegebenen koagulierbaren 
Kiweibes. Die loslichen Substanzen enthalten Albu- 
mosen und Peptone. 

Da die aus der Fistel entleerte Masse die eingegebene 
Gesamtsubstanz um 4 g iibersteigt, driingt sich der Schlub 
auf, dajB auch vom rohen Ejiereiweifi durch den Magen 
nichts resorbiert wird. 

Beim Duodenalfistelhund (Milton) sind ebenso wie in 
den Versuchen mit gekochtem Eiereiweih die Pylorusschiisse 
linger und unregelmabiger als beim Pylorusfistelhund, und zwar 
schwanken sie in der ersten Periode, welche ca. 7 Minuten 
dauert, zwischen 5—15 Sekunden, und in der zweiten Periode, 
welche ungefahr eine Stunde dauert, zwischen 9//—4‘30". Die 
dritte Periode dauert etwa 20 Minuten. Galle und Pankreassaft 
begleiten die Entleerungen wahrend der ganzen Versuchszeit. 

Die ganze Verdauungszeit ist nicht langer als 13.2 Stunde. 
so dab wir schlieben diirfen, dab beim Eierklar die Ritick- 
Wirkung des Duodenums auf die Magenverdauung ganz 
gyering ist. 

In den 313 g Entleerungen lassen sich auffinden 
87°%o des gegebenen koagulierbaren Eiweibes. Die Ab- 
bauprodukte enthalten Albumosen, Peptone und Endprodukte. 
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Da die beim Duodenalfistelhund gewonnene Gesamtsubstanz 
3,0 g weniger betragt als beim Pylorusfistelhund, so diirfen 
wir schlieben, dah von den Abbauprodukten ein ganz 
merklicher Teil im Duodenum resorbiert wurde. 

Beim Jejunumfistelhund zeigten die Entleerungen denselben 
Verlauf (die Dauer ist ca. 11/4 Stunde) wie beim Duodenalfistelhund 
(Milton), wodurch unter anderem die schwache Riickwirkung des 
Darms auf den Magen beim Eierklar noch sicherer festgestellt wird. 

In den (230 g) Entleerungen findet man etwa 8°/o 
weniger koagulierbares Eiweif als beim Duodenal- 
fistelhund. 

Der Abbau ist ebenfalls weiter forteeschritten. 
aber doch priivalieren bei ihm noch nicht die End- 
produkte. 

Die Resorption macht ebenfalls 4°/o mehr aus 
als beim Duodenalfistelhund. 

Beim Ileumfistelhund lieBen sich zwei Perioden unter- 
scheiden. In der ersten Periode, welche gegen 1 Stunde 
10 Minuten dauerte, erschienen aus der Kaniile einzelne braun- 
gefairbte Tropfen. Wihrend der zweiten Periode, welche 5—3!/2 
Stunden dauerte, wurden aus der Kaniile gelbe gallertartige, 
schaumige Entleerungen ausgeschieden. 

In den (66 g) Entleerungen wurden noch ca. 73°/o 
des gegebenen koagulierbaren Eiweifes aufgefunden. 

Unter den Abbauprodukten pravalieren die End- 
produkte. 

Durch den ganzen Darm vom Pylorus bis zum 
Coeecum wurden nur ca. 12°/o der Nahrungssubstanz 
resorbiert. 





So weit sind die Ergebnisse unserer bisherigen allgemein 
analytischen Untersuchungen des Verdauungschemismus im 
tierischen Korper bei Eiereiweibfiitterung. 

Versuche mit Kohlehydrat- (Brot) und Fettfiitterung (Milch) 
sind in unserem Laboratorium noch im Gange, und wir hoffen, 
dali die an diesen Versuchen beteiligten Personen dieselben in 
kurzem zum Abschlusse bringen. 
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Demnachst beabsichtigen wir, eine genauere Analyse der 
einzelnen Abbauprodukte, welche bei unseren Fistelhunden ent- 
leert wurden, auszuftihren. 

AuBerdem haben wir die Absicht, die Verdauungsweise 
des Fleisches zu untersuchen. Gelegentlich der Publikation 
der letzteren Versuche werden wir eingehender die betreffende 
Literatur und hauptsiichlich den soeben erschienenen Aufsatz 
von Herrn Ludwig Tobler (Uber die EiweiSverdauung im 
Magen, Diese Zeitschrift, 1905, Bd. XLV, Heft 3 und 4) be- 
sprechen. 








Uber das Chromogen des sogenannten Skatolrotes im normalen 
Menschenharn. 
Von 
J. Ph. Staal. 


(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat in Utrecht.) 


Der Redaktion zugegangen am 9. September 1905.) 


Zu den Harnfarbstoffen, welche fortwiihrend das Interesse 
der Untersucher auf sich gelenkt haben, gehdren ohne Zweife! 
das Indigrot (bezw. -blau) und das Skatolrot, besonders auch des- 
halb, weilman sie als einen Mabstab gebrauchte bei der Beurteilung 
der Eiweibfiulnis im Darme. Wihrend das Indigrot und sein Chro- 
mogen im Harn gut bekannt sind und eine umfangreiche Lite- 
ratur (Baumann, Brieger, Rosin, Wang, Bouma, Ellinger, 
Mailiard u. a.) tiber die Hauptsachen jeden Zweifel aufge- 
hoben hat, ist die Natur des sogenannten Skatolrotes und seines 
Chromogens bis jetzt noeh nicht aufgeklart. Zwar sind einige 
Autoren der Meinung zugetan, das das Indigrot und das Skatol- 
rot identische Farbstoffe seien, aber die Unloslichkeit des so- 
genannten Skatolrotes in Chloroform spricht gegen diese An- 
nahme. 

Das Skatolrot erluelt diesen Namen bald nach der Ent- 
deckung des Skatols, indem man die Skatoxylschwefelsaure 
als sein Chromogen im Harn betrachtete. Jedenfalls ist aus 
dem Harn ein roter Farbstoff darzustellen, welcher in Eigen- 
schaften und Darstellungsweise mit einem aus Skatolderivaten 
herriihrenden Farbstoff Ahnlichkeit zeigt. Die Identitiit diese 
beiden Farbstoffe ist) bis jetzt nicht nachgewiesen, wenn sie 
auch ziemlich allgemein angenommen wird und deshalb auch 
das sogenannte Skatolrot und die Skatolderivate eine gemein- 


same Geschichte haben. 
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Uber das Chromogen des sogenannten Skatolrotes usw. 


Bekanntlich entdeckte Brieger!) das Skatol im Destillat 
menschlicher Exkremente als einen neuen, kristallisierenden, 
bei 94—95° C. schmelzenden Koérper mit fiikalem Geruch. Die 
Kristalle losen sich schwieriger in Wasser als Indol. Mit HE€I 
und Chlorkalk farbt das Skatol sich nicht rot. In der wiisserigen 
Losung entsteht durch rauchende Salpetersiiure eine weibe 
Triibung. Brieger fand es niemals in Faeces von Hunden und 
Typhuspatienten. Nach subkutaner Injektion des Skatols bet 
Kaninchen fand er im Harn ein Chromogen, welches sich mit 
Hil und Chlorkaik rot oder violett farbte. 

Analyse und bestimmung der Dampfdichte fiihrten Brie- 
ger?) zu derselben Molekularformel wie Nencki:3) CSH,N. Nach 
subkutaner Injektion ber Kaninehen und Fréschen trat eine 
Vermehrung der Atherschwefelsiiure auf, 

Bald darauf entdeckte man das Skatol in den Faulnis- 
produkten des Eiweifes: Brieger?) bei Fiiulnis von Blutei- 
weih, Neneki?) bei Fiiulnis von Fleisch und Pankreas, E. und 
H. Salkowski*) bei Faulnis von Fleisch, Nencki®) bei Faul- 
nis von Gehirn, Brieger®) bei Faulnis von Fibrin, Eiereiweih, 
Leber, Casein. 

Brieger®) gab einem Hunde in 2 Tagen 7 g Skatol. 
Die Atherschwefelsiituren waren um das Vierfache vermehrt. 
Um diese Atherschwefelsiuren des Skatols darzustellen, verar- 
beitete er den Harn nach dem gleichen Verfahren, welches 
Baumann und er?) ber der Darstellung des Harnindicans be- 
nutzt hatten. Die dargestellten Kristalle reichten zur Analyse 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. X, 5. 1027: Uber die flichtigen 
Bestandteile der menschlichen Exkremente. 
oy 


Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XII, 5. 1985: Uber Skatol. 

*) Journ. f. prakt. Ch., N. F., Bd. XX, 5. 446: Die empirische Formel 
des Skatols. 

4) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XII. S. 648: Weitere Beitrige 
zur Kenntnis der Faulnisprodukte aus Eiweif. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. IV, S. 371: Zur Kenntnis der Skatolbildung 

6) Diese Zeitschrift, Bd. IV, S. 414: Weitere Beitrage zur Kenntms 
des Skafols. 

7) Diese Zeitschrift, Bd. II, S. 254: Uber Indoxylschwefelsaure, das 
Indican des Harns. 
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nicht aus. In einem trockenen Reagensglas erhitzt, entwickelten 
sie rote Diimpfe. Der Riickstand gab mit BaCl, einen Nieder- 
schlag von BaSO,. Die wasserige Losung der Kristalle, mit kon- 
zentrierter HCl versetzt, firbte sich rot und nach Zusatz von 
Bal, fiel BaSO, heraus. Er bezeichnete also die fragliche Ver- 
bindung als Skatoxylschwefelsaure. Der durch Kochen mit HC! 
entstandene Skatolfarbstoff schied sich beim Erkalten als ein 
amorpher Niederschlag aus. Der Farbstoff ist unlislich in Ather 
und Wasser, leicht loslich in Alkohol. Beim Kindampfen des 
Alkohols verwandelt er sich in einen braunen, in Wasser, Al- 
kohol und Ather unléslichen Farbstoff, Beim Erhitzen des roten 
oder braunen Farbstoffes entwieckelt sich der Geruch nach Skatol. 
Analysen fiihrten nicht zu einer einfachen Formel. 

Otto!) ist der einzige Autor gewesen, der vielleicht die 
Skatoxylschwefelsiure aus Harn dargestellt hat. Aus dem an 
Skatolrotchromogen und Atherschwefelsiuren reichen Harn eines 
Diabetespatienten erhielt er, nach briegers Verfahren, eine 
Substanz, deren Gehalt an Stickstoff (eine Bestimmung) und an 
Schwefelsiiure (zwei Bestimmungen) zu der Formel CSH,NOSO,K 
stimmte. Gewib kein unstreitiger Beweis! Es gelang ihm nicht, 
aus diesem Harn die Skatolcarbonsiiure darzustellen, dagegen ein 
braunes, vielleicht schon von Salkowski?) und Brieger ?) be 
Kiweibfiiulnis erhaltenes Ol, welches sich mit rauchender Sal- 
petersiure rot firbte und nach 14tagiger Faulnis mit Kloaken- 
schlamm einen Geruch von Skatol entwickelte. 

E. und H. Salkowski*) haben vieles beigetragen zu der 
Kenntnis der Skatolderivate. Im Destillat von verschiedenen, 


') Pfliigers Archiv, Bd. XXXIII, 5. 607: Das Vorkommen grofe: 
Mengen von Indoxyl- und Skatolschwefelsiiure im Harn bei Diabetes mellitus. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. I, S. 420: Zur Kenntnis der Pankreas- 
verdauung. 
Diese Zeitschrift, Bd. III, S. 134: Uber die aromatischen Produkte 
der Fiiulnis aus Eiwel. 
‘) Diese Zeitschrift, Bd. VII, S. 417: Zur Kenntnis der Eiweif- 
fiiulnis, I. 
Diese Zeitschrift, Bd. IX, S. 8: Zur Kenntnis der Eiweiffaulnis, IL. 
Ber, d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XIII, S. 189: Weitere Beitrage 
zur Kenntnis der Faulnisprodukte aus Eiweif. 
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Uber das Chromogen des sogenannten Skatolrotes usw. 





in geschlossenen Kolben gefaulten EiweiBarten fanden sie immer 
Indol, Skatol und ein braunes Ol, welches sich mit reiner sal- 
petrigsaurefreier Salpetersaure rot farbte. Thre Untersuchungen 
fihrten zu den folgenden Resultaten : 

1. Im EiweiBbmolekil ist eine gemeinsame priiformierte 
Muttersubstanz, welche je nach Umstiinden bald vorwiegend 
Indol, bald vorwiegend Skatol liefert und zwar so, dal} das Skatol 
fast ganz fehlen kann. Die Indolgruppe ist in den verschiedenen 
Kiweibarten ungleich grok. 

2. Die Menge des skatolhaltigen Indols ist gréber, als von 
anderen Autoren angenommen wird. Die Ursache dieser Ab- 
welchung suchen sie darin, dafi die anderen Autoren zur Fiiulnis 
offene Gefabe verwendet haben, wodurch das gebildete Indol 
entweichen konnte. 

3. Die Menge des gebildeten Indols (Skatols) nimmt mit 
der Dauer der Féiulnis zu. Andere Autoren hatten eine Abnahme 
konstatiert. Auch diese Abweichung lift sich erkléren durch 
Verdunstung aus den offenen Gefaben und uberdies hatten diese 
Autoren nicht untersucht. wieviel Eiweif in Losung gegangen war. 

4. [ie Menge des Indols (Skatols) nimmt in- stirkerer 
Progression zu als die des in Losung gegangenen Eiweibes: 
Das Indol (Skatol) wird nicht als solehes aus dem Eiweib fret. 
sondern durch Vermittlung einer Zwischenstute. 

Im Destillationsriickstand des Eiweibes fanden sie ein 
neues Skatolderivat: die Skatolcarbonsiiure, eine einbasische, 
in kleinen bei 164° C. sechmelzenden Tifelchen kristallisierende 
Siiure, welche sich leicht in Alkohol und Ather und schwierig 
in Wasser list. Uber den Schmelzpunkt erhitzt, wird sie zer- 
legt in CO, und Skatol. Die wasserige Losung farbt sich mit 
einigen Tropfen HNO, und 2—3 Tropfen 2°/oiger KNO,-L6sung rot. 
Dieser Farbstoff laBt sich durch Essigather und Amylalkohol 
ausschiitteln, aber nicht durch Ather und Chloroform. Die Loésung 
hat einen Absorptionsstreifen im Griin; Alkalien verwandeln die 
rote Farbe in eine braune. Denselben Farbstoff erhalt man durch 
Zusatz von HCl und Chlorkalk oder von HCI! und Eisenchlorid 
zu der wiisserigen Lésung. Jedoch J&Bt sich der Farbstoff in 
diesen Fiillen nicht durch Essigither ausschiitteln. 
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Die Menge der Skatolcarbonsiéiure nimmt mit der Dauer 
der Fiiulnis zu. Ihre Alkalisalze sind sehr haltbar. Dennoch 
betrachten sie auch jetzt noch diese Siure als die Zwischen- 
stufe zwischen Eiweib und Skatol (Indol), wie sie schon frither 
gemeint haben.!) 

Bisweilen fanden sie statt der Skatolcarbonsiiure eine 
andere bei 134° C. schmelzende Siiure, welche E. Salkowski?) 
erst spiter, veranlafBt durch Untersuchungen Nenckis, analy- 
sierte und als Skatolessigsiiure feststellte. 

Nach subkutaner Injektion der Skatolearbonsiture — fand 
KE. Salkowskt*) nur einen kleinen Bruchteil im Harn. 

Der Skatolgruppe des EKiweibes verdankt dieses die Reaktion 
von Adamkiewicz und die Xanthoproteinreaktion(E.Salkowski).4) 

Nachdem es durch Fischers Synthese des Skatols aus 
Phenyihydrazinpropionaldehyd®) leichter geworden war, ele 
grobere Menge Skatol zu erhalten, hat Mester®) versucht, das 
Schicksal des Skatols im Organismus zu prifen: Hunde wurden 
mit Skatol gefiittert. Die Vermehrung der Atherschwefelsdiuren 
war sehr inkonstant und betrug hochstens 1/5 des zugefiihrten 
Skatols. Es gelang ihm nicht, nach Briegers Verfahren Kristalle 
zu bekommen. Der Harn zeigte eine Linksdrehung von 1,5° bei 
20 em Rohrlinge und reduzierte alkalische Kupferl6sung. Er 
meint denn auch, dafi die Analogie mit Indol nicht so weit 
gehe, als allgemein angenommen wird. Vielleicht sei das Skatoxy! 
mit Glvykuronsiiure gepaart. Er hat jedoch nicht nachgewilesen, 
dal}. die linksdrehenden und reduzierenden Eigenschaften des 
Harns dem Skatolderivat zukamen. Kiirzlich publizierte Unter- 


!) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XIII, S. 2217: Uber die skatol- 
bildende Substanz. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. XXVII, S. 302: Uber das Vorkommen von 
Skatolessigsiure ber Eiweiffiiulnis. 

5) Diese Zeitschrift, Bd. IX, S. 23: Uber das Verhalten der Skatol- 
carbonsiiure im Organismus. 

‘} Diese Zeitschrift, Bd. XII, S. 215: Uber die Farbenreaktionen 
des kKiwelfes. 

Liebigs Ann., Bd. CCXXXVI,S. 137: Synthese von Indolderivaten 

® Diese Zeitschrift, Bd. XII, 8. 130: Uber Skatoxylschwefelsaure 

und Skatolfarbstoff, 
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suchungen Grofers!) bestatigen diese KResultate: Nach Zu- 
fiihrung des Skatols (subkutan oder per os) trat zunichst eine 
Vermehrung der Atherschwefelsiiuren auf: spiter, nachdem der 
Organismus sich an das Skatol gewOhnt hatte, wurde die Menge 
der Atherschwefelsiiuren normal. Vielleicht scheidet sich das 
Skatol mit anderen Korpern aus (Glykuronsdure ?). 

Nencki?) fand in den nicht fliichtigen Bestandteilen der 
Kiweibfiulnis durch anaerobe Spaltpilze ein neues Skatolderivat : 
Die Skatolessigsiure. 

Die Skatolessigsiiure 


of 
mG SC — CH, — COOH 
NH 
kristallisiert in Prismen oder sechsseitigen unregelmabig gezackten 
Tifelchen, welche bei 134° C. schmelzen. Sie kann bis 200° C, 
ohne Zersetzung erhitzt werden. Beim Kochen zerlegt sie sich 


CH, 


( 


und gibt Skatolgeruch. Die wiisserige LOsung gibt durch Zusatz 
von Fe, Cl, eine weibe Triibung, welche beim Erwarmen vortber- 
vehend rot wird. Aus einer wiisserigen LOsung wird die Siiure 
durch konzentrierte KNO,-Losung und Essigsaure fast quantitativ 
als Nitrososkatolessigsaure niedergeschlagen. 

Nencki war der Meinung, dafi im Eiweifmolekiil nebst 
zwel anderen aromatischen Gruppen (Tyrosin und Phenyl- 
amidopropionsiiure) Skatolamidoessigsaure vorkommt, welche je 
nach Umstiinden (Temperatur, Luftzutritt, Bakterienart) Skatol- 
essigsiiure, Skatolearbonsiure, Skatol und Indol liefert. Diese 
Ansicht ist in schénster Weise von Cole und Hopkins #) be- 
statigt worden. 

Aus den Produkten der Pankreasdigestion des Caseins 
gelang es ihnen, die Substanz darzustellen, welche von Neu- 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XLUI, S. 321: Uber das Verhalten von zu- 
sefihrtem Indol und Skatoi im Organismus 
2) Ber. d. k. Akad. d. Wiss. Math.-Nat.-Wiss. Cl, Bd. XCVIIT, Abt. 
lb, S. 347: Untersuchungen tiber die Zersetzung des Eiweibes durch 
anaerobe Spaltpilze. 
3) Journal of Physiol., Bd. XXVII, S. 418: On proteid chemistry I. 
XXIX, 451: II. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVI. 16 
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meister!) Tryptophan benannt war. Die Molekularformel des 
Tryptophans stimmte mit der Formel der bis jetzt hypothe- 
tischen Skatolamidoessigsiiure: C,,H,.N,O, tiberein. Durch Fiiul- 
nis mit anaeroben Bakterien lieferte es Skatolessigsiure, und 
durch Fiiulnis mit aeroben Bakterien Skatolcarbonsiéure, Skato| 
und Indol. Chemische Umsetzungen bestiitigten die Identitat des 
Tryptophans mit Skatolamidoessigsaure und sie gaben dieser 
Substanz, in Ubereinstimmung mit Nenckis Formel der Skatol- 
essigsiiure, folgende Strukturformel : 
CH, 
a 
SC. CH - NH, + COOH. 
‘NH 

Dennoch scheint die Formel nicht richtig zu sein: Schon 
Wislicenus und Arnoldt?) hatten aus Phenylhydrazinpro- 
pionvlameisensiiure die Skatolcarbonsiéure dargestellt: 

C 
CH, — CHy ce Hs 
C,H, 7C = COOH = NH, + C,H,¢ (C-COOH 

N,H NH 


2 


VA 


CH 


. 


und die Siiture war nicht identisch mit der «Fiéulnis»-Skatol- 
carbonsiiture Salkowskis. Darauf gelang es Ellinger, aus 
Phenylhydrazin-p-aldehydpropionsiure eine mit dieser «Faulnis »- 
Skatolcarbonsiiure identische Sadure darzustellen: 
( — CH,COOH 
C,H, ,HC — CH, — CH,COOH = NH, + C,H,/ SCH 
NH NH 
Diese Siure war die Indolessigsiure. Demnach mubte die 
Strukturformel des Tryptophans auch eine andere werden. Nun 
geht Hunden zugefiihrtes Tryptophan in den Harn als Kynuren- 
siiure iiber und liegt es also nahe, dem Tryptophan folgende 


Formel zuzuerkennen: 


Zeitschr. f. Biol., N. F., Bd. VII, S. 329, Fufnote: Uber die Re- 
aktionen der Albumosen und Peptone. 
2) Liebigs Ann., Bd. CCXLYI, S, 334: Uber die Synthese von 
Ketonsiaiureestern. 
ser. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVI, S. 1801: Uber die 
Konstitution der Indolgruppe aus Eiweif. 
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CH? — NH, 


C— CH- COOH 
CH SCH 
NH 

Die Meinung, dafi das Chromogen des sogenannten Skatol- 
rotes im Harn die Skatoxylschwefelsiiure sei, stiitzt sich also 
hauptsiichlich auf folgende Erwigungen: 

1. Im Eiweibmolekiil liefert ein gemeinsamer Atomkom- 
plex sowohl das Indol als das Skatol. 

2. Das Indol geht in den Harn als Indoxylschwefelsiiure 
bezw. -glykuronsiure iiber. 

3. Aus dem Harn ist ein Farbstoff darzustellen, der in 
Eigenschaften und Darstellungsweise Ahnlichkeit zeigt mit dem 
Farbstoff aus Skatolderivaten. 

4. Einverleibung des Skatols hat eine Vermehrung des 
sogenannten Skatolrotes zufolge. (Nicht bewiesen!) 

5. Einverleibung des Skatols verursacht eine (zwar nicht 
konstante) Vermehrung der Atherschwefelsiiuren, wiihrend aus 
diabetischem Harn die Skatoxylschwefelsaure dargestellt sein soll. 

Daneben wurde Skatoxylglykuronsiure aus wenig stich- 
haltigen Griinden als Chromogen angenommen. 

Stokvis,!) dem wir ein Verfahren verdanken, um das 
Chromogen des sogenannten Skatolrotes aus Menschenharn vom 
Indican zu trennen, konnte unter den Zersetzungsprodukten dieses 
Chromogens weder die Schwefelsiure, noch die Glykuronsaure 
nachweisen. Nach seiner Meinung sei es die Skatolessigsiiure 
oder die Skatolearbonsiure. Seine Annahme, dab das Chromogen 
aus Hiimoglobin das Methiimoglobin bilden konnte, ist von 
Steensma?) widerlegt worden. 


') Ned. Tijdschr. v. Gea. 1901, Dl. [, p. 961, u. Hand. Ned. Nat. en 
Gen. Congr. 1901. p. 249: Over de scheiding der moederstof van het 
indigoblauw van die van het skatolrood in de urine van den mensch. 

Ned. Tijdschr. v. Gen. 1903, DI. Il, p. 678: Over de casuistiek der 
autotoxische enterogene cyanosen. 

2) Ned. Tijdschr. v. Gen, 1904, DI. Il, p. 425: Over het voorkomen 
van nitrieten in urine en hunne beteekenis voor het qual. en quant. urine- 


onderzoek. 
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Nun hat allerdings auch die ganze Hypothese Gegner 
gefunden: 

{osin!) hob schon hervor, daf alle Meinungen iiber das 
Vorkommen des Skatolrotes unbewiesene Hypothesen seien. Er 
war nie einem derartigen Farbstoff begegnet und zahlt denn 
auch alle derartigen Farbstoffe ohne weiteres zu dem Indigrot 
(obwohl sie unldslich in Chloroform sind) oder zu den anderen 
«bekannten» Harnfarbstoffen (zumal dem Urorosein). 

Soauch Maillard:?) Alle derartigen Farbstoffe seien Indig- 
rot (ungeachtet der Unléslichkeit in Chloroform). Er fiiart jedoch 
andere beachtungswerte Argumente an: 

1. Keiner habe je das Skatoxyl gesehen. 

2. Kin dem Indoxyl analoges Skatoxyl sei unmodglich, denn 
an der Stelle, wo man das Hydroxyl finden miibte, ist schon 
die Methylgruppe anwesend: 


CH. 

COW) C7 : 

Col SCH C,H,< DCH 
NH NH 
(Indoxyl) (Skatol) 


Kine Oxydation an der betreffenden Stelle wurde zu einem 
der folgenden Produkte fuhren: 


OCH.) 
i; 
C,H,< DCH d. h. Indoxylmethylather 
NH 
COH) 
oder Col “ SCH d. h. Indoxyvl 
ye ee aa date 
NH 


Er hat denn auch die Uberzeugung, daB das Skatol im 
Organismus die Methylgruppe verliere und als Indoxyl in den 
Harn iibergehe. Er hat jedoch nicht nachgewiesen, dab nicht 
ein anderes Skatolderivat das Chromogen sein koénnte. 

Porcher und Hervieux?) waren zunidchst dieser Meinung 


!, Virchows Arch., Bd. CXXID, S. 591: Uber Indigorot. 
2) L’indoxyle urinaire. Paris, Schleicher Fréres & Cie., 1903. 
3) Diese Zeitschrift. Bd. XXXIX, 8. 154: Uber Harnindican. 
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gugetan. Spater') haben sie ganz ihre Meinung geandert, und 
nach AbschluB meiner Untersuchungen erschien noch eine Mit- 


teilung,?) in welcher sie austiihrlicher berichteten, was zu dieser 
Meinungsianderung gefiihrt hat: 

Tieren, deren Harn infolge Milehdiat fast indicanfrei war, 
wurde per os Skatol zugefiihrt. Aus diesem Harn erhielten sie 
durch HCl (nur ausnahmsweise beniitzten sie ein Oxydations- 
mittel) den Skatolfarbstoff, der nach langerem Stehen zum Teil 
in Flocken herausfiel. Der Farbstoff ist unléslich in Ather, 
Petrolather, Benzol, Schwefelkohlenstoff und Chloroform: am 
besten lOslich in Amylalkohol. Ein deutlich rot gefiirbter Harn 
blaBt durch Zusatz von NaOH ab, aber nach erneutem An- 
siiuern kehrt die rote Farbe zuriick. Vielleicht sei das Chromo- 
gen ein farbioses Salz, aus welchem durch HCl eine farbige 
Siiure frei werde. Die amylalkoholische Losung der Flocken 
blabt durch NaOH nicht vollkommen ab. Reduktion entfiirbt 
das Skatolrot; eine vorsichtige Oxydation ruft die rote Farbe 
zurick. 

Nie konnten sie neben dem Skatolrot Indican nachweisen : 
Das Skatol geht also im Organismus nicht in Indoxyl tber. 

Spektroskopisch gibt eine gereinigte Farbstofflésung einen 
Streifen rechts*) von der D-Linie des Natriums und eine Ver- 
dunkelung der rechten Seite des Spektrums. Eine nicht gereinigte 
Farbstoffldsung gibt auferdem links vom ersten einen zweiten 
Streifen von wechselnder Helligkeit. 

Sie identifizieren das Skatolrot mit dem Urorosein von 
Neneki und Sieber und auch mit den von anderen Autoren 
(Plob, Golding Bird, Harley, Giacosa, brieger, Mester, 
Otto, Grosser) gefundenen roten Farbstoffe. Allein diese letzten 
Farbstoffe sind stark verunreinigt. 

Ohne Zweifel ist dieser Farbstoff auch identisch mit dem 
Farbstolf, dessen Chromogen ich aus normalem Harn erhalten 


) Comptes rend. de l’acad. des sciences a Paris, Bd. CXXXVIIL, 

>. 1725: Couleurs urinaires aprés linjection du scatol. 
7) Diese Zeitschrift, Bd. XLV, S. 486: Untersuchungen iiber Skatol. 
'} Das Wort <links» im Text ist natiirlich ein Schreibfehler, wie 


s der genauen Beschreibung des Streifens deutheh wird. 
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und in dieser Arbeit einer naheren Priifung unterworfen habe. 
Kleine Abweichungen (z. B. Darstellung des Farbstoffs nur 
mittels Oxydation) beruhen wohl darauf, dai ich das Chromogen 
ohne oxydierende Beimengungen aus dem Harn erhalten konnte, 
wihrend Porcher und Hervieux den Farbstoff direkt aus dem 
Harn darstellten. Der Zusammenhang zwischen dem Auftreten 
des Farbstoffchromogens und der Zufithrung von Skatol darf 
nach diesen Untersuchungen wohl nicht mehr angezweifelt 
werden. Auf die Frage, ob der Farbstoff und sein Chromogen 
jedoch auch Skatolverbindungen seien, hofft diese Arbeit eine 
Antwort zu geben. 


II. 


Die Annahme, dafi das Indigrot und das Skatolrot identisch 
seien, Ist zu verwerfen, wegen der Unloslichkeit des letzteren 
in Chloroform. Unbewiesen jedoch ist auch, da das Chromogen 
dieses Farbstoffes Skatoxylschwefelsiure oder tiberhaupt ein 
Skatolderivat sei und ebenso da es eine gepaarte Schwefel- 
siure oder Glykuronsiiure sei. Wenn auch wirklich nachge- 
wiesen wire, dafi nach Einverleibung des Skatols die Skatoxyl- 
schwefelsiture als Chromogen des betreffenden Farbstoffes im 
Harn aufgetreten wiire, diirfte diese Annahme nicht ohne weiteres 
auf normalen Harn bezogen werden, da es sich leicht denken 
laibt, dab derartige grofere Mengen Skatol in abnormer Weise 
ausgeschieden werden. 

Indessen kann man sich leicht tiberzeugen, dah in jedem 
normalen Harn nach Versetzen mit HCl und einem Oxydations- 
mittel (z. B. ein paar Tropfen sehr verdiinnter KNO,-Losung) 
nebst dem Indigrot ein Farbstoff gefunden wird, der. sich 
durch die spektroskopischen Eigensehaften und die Unloslichkeit 
in Chloroform vom Indigrot unterscheidet. 

Der Zweck dieser Arbeit nun war, die Natur dieses 
Chromogens im normalen Harn néher zu untersuchen. 

Dazu habe ich normalen Menschenharn verarbeitet nach 
dem oben erwiihnten, von Stokvis angegebenen Verfahren: 
Der Harn wird gesiittigt mit (NH,),5O, und nachdem alle 
fiillbaren Substanzen (Urobilin, Uroerythrin ¢. q. Gallenfarb- 
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stoff und Hiaimatophyrin) niedergeschlagen sind, filtriert. Das 
Filtrat wird auf dem Wasserbade eingeengt und nach dem 
Erkalten vom ausgeschiedenen (NH,),SO, abgegossen. Der 
Harn wird mit etwas Essigsiiture angesiiuert und im Scheide- 
trichter ausgeschiittelt mit Essigiither, in welchen die Chromogene 
des Indigrotes und des Skatolrotes tibergehen. Der Essigither 
wird durch Ausschiitteln mit Wasser vom Indiean befreit. Man 
setzt das Auswaschen so lange fort, bis das Wasser mit Isatin- 
salzsiure (Boumas Reagens!) nicht mehr reagiert. Darauf 
wird dem Essigiither durch Ausschitteln mit KOH das Chromogen 
des Skatolrotes entzogen und die alkalische Lo6sung zum <Auf- 
bewahren mit Essigsiiure neutralisiert. 

Diese Lésung gibt mit Boumas Reagens keine Verfarbung: 
mit Obermayers Reagens und anderen Oxydationsmitteln 
(HCl und Chlorkalk usw.) eine schéne Purpurfarbe. Ich habe 
als Oxydationsmittel immer HCl und 1 bis 2 Tropfen verdiinnter 
KNO,-L6sung (0,2—0,5°/0) verwendet, da man diese Oxydation 
am besten dosieren kann und so der Gefahr vorbeugt, durch 
Uberoxydation den Farbstoff nicht oder nur voriibergehend zu 
bekommen. Zersetzung der LOsung mit HCl allein gibt keine 
Verfarbung. Die Loésung hat zwei Absorptionsstreifen im Griin 
zwischen D und E. Der wisserigen LOsung wird der Farbstoff 
ganz durch Amylalkohol, teilweise durch Essigiither, gar nicht 
durch Ather und Chloroform entzogen. Alkalien fiirben die rote 
Losung braun: durch Siiuren kehrt die rote Farbe zuriick. 

Steensma?) versetzt den Harn statt mit (NH,),5O, mit 
Bleiessig. Wie man sich leicht iberzeugen kann, wird in diesem 
Falle der Ertrag an Chromogen erheblich herabgesetzt. Auch 
enthalt der Harn nach dem Ausschiitteln noch immer Chromogen. 
Uber die Ursache vergl. Kap. VI. 

Es war unmoglich, das Chromogen aus dieser LOésung 
abzuscheiden, Beim Einengen entstand eine braune, sirupartige, 
mit Kaliumacetat verunreinigte Masse, aus welcher das essig- 
') Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 82. 

*) Ned. Tijdschr. v. Gen, 1904, DI. [I], p. 425: Over het voorkomen 
van nitrieten in urine en hunne beteekents voor het qual. en quant. urine 
onderzoek. 
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saure Kalium nicht zu entfernen war, da seine Loslichkeits- 
verhiltnisse sich denen des Chromogens ahnlich zeigten. 

Ebensowenig gelang es, das Chromogen aus dieser Losung 
in einer Form niederzuschlagen, welche weitere Untersuchung 
zuliel. Bleizucker und Bleiessig fillten es nur teilweise:; Silber- 
nitrat gab einen gelben, sich bald schwiirzenden (auch im 
Dunkeln) Niederschlag. Der amorphe gelbe Niederschlag mit 
essigsaurem oder salpetersaurem Quecksilber setzte, wenn er in 
wiisseriger Suspension mit H,S zersetzt wurde, Essigsaure. oder 
Salpetersiiure in Freiheit: im letzteren Falle auch etwas HNO,: 
die Losung fiirbte sich rot. 

Dagegen gvelang es mir, aus dem von Indican befreiten 
Essigiither ein Mg-haltiges Préparat des Chromogens darzustellen, 
welches weitere Untersuchungen zulieB. Auch mit BaCO,, CaCQ,, 
Sr€O,, Zn CO, und Cui OH), habe ich versucht derartige Praparate 
darzustellen, aber diese waren entweder fast unlOslich (stein- 
hart), soda man sie nicht verarbeiten konnte (z. B. die Ba- 
und Ca-haltigen Priiparate) oder sie zeigten sich bei der Ver- 
arbeitung nicht haltbar (die Zn- und Cu-haltigen Praparate). 

Das «Mg-Priparat» erhielt ich in folgender Weise: 

Man libt den von Indican befreiten Essigither, vermischt 
mit MegCO,, wihrend 24 Stunden in einem Kolben  stehen. 
Dann und wann wird der Kolben umgeschittelt. Darauf giebt 
man den Inhalt in eine Schale und lift den Essigiither ver- 
dunsten. Der Riickstand wird extrahiert mit 90°/oigem Alkohol, 
in welchen das Chromogen iibergeht. Nach dem Abfiltrieren der 
alkoholischen Losung vom Unldslichen (MgCO,) wird die Losung 
zum Trocknen verdunstet, der Riieckstand abermals in 90°/oigem 
Alkohol aufgenommen, die Losung filtriert und wieder zum 
Trocknen verdunstet. 

Das Meg-Priiparat ist ein braungelbes amorphes Pulver, 
loslich in Wasser, Alkohol, Alkahen und mineralischen Sauren, 
unldslich in Ather, Chloroform, Aceton. Beim Verbrennen hinter- 
lift es eine weibe Asche (MgCO, oder MgO) und beim Sublimieren, 
welches, wie das Verbrennen, mit iiblem Geruch verbunden ist, 
bleibt auch etwas Kohle zuriick. Die neutralen, sauren oder 
alkalischen Losungen zeigen keine Absorptionsstreifen. 
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Beim Versetzen der Losung mit HCl und 1—2 Tropfen 
0,5°/oiger KNO,-L6sung farbt sie sich, zumal beim Erwarmen, 
schon rot. Ohne Zusatz von KNO, tritt keine Rotfirbung auf. 
Der Farbstoff entsteht also durch Oxydation und nicht etwa 


oe 


durch Freimachen einer rotgefiirbten Siure. Der wiisserigen 
Losung kann der Farbstoff durch Amylalkohol und teilweise 
durch Essigither entzogen werden: dagegen gar nicht durch 
Ather oder Chloroform. Durch Neutralisieren der sauren Losung 
verwandelt sich die rote Farbe in eine braune: Zusatz von 
Siuren ruft die rote Farbe wieder zuriick. Durch Zn wird 
die saure Losung entfiirbt; Oxydation farbt sie wieder rot. 
Nie habe ich beim Erhitzen des Farbstoffes mit Zinkstaub den 
Geruch nach Skatol (Indol) wahrgenommen. Die Farbstoff- 
lOsung gibt zwei Absorptionsstreifen: einen im Anfang und einen 
schwacheren am Ende des Griins; auch ist der violette Teil 
des Spektrums teilweise absorbiert. 

Aus einer konzentrierten Losung des Mg-Priiparates fillt, 
nach Zusatz von HC] und KNO,, ein Teil des Farbstoffes heraus. 
Dieser rote, in Alkohol und Aceton l6sliche Niederschiag 
verwandelt sich bald in einen braunen, in Alkoho! und Aceton 
unloslichen Farbstoff, der nur durch starke Mineralsiituren wieder 
gelOst werden kann. Diese Losung gibt keine Absorptions- 
streifen, im Gegensatz zu der alkoholischen LOsung des frischen 
Niederschlages, welche dieselben spektroskopischen  Kigen- 
schaften hat wie die L6sung, aus welcher der Farbstoff sich 
ausgeschieden hat. 

Dieses Mg-Priiparat liefert also das sogenannte Skatolrot. 


Il. 


Analysen dieses Praéparates ergaben eine konstante Zu- 
sammensetzung. Es enthalt Mg, C, H, N und O, aber keinen 
Schwefel. 

Zur Analyse verwendete ich 5 Praparate von je 1 g un- 
gefahr. Zu 1g Priiparat sind 30—35 Liter Harn erforderlich. 
Aufer den 5 mit A, B, C, D und E benannten Priiparaten 
stellte ich noch ein Praparat F (von ca. 2,5 g) dar, zu ver- 
gleichenden N-Bestimmungen nach Dumas und Kjeldahl und 
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noch 4 Praparate zu Bestimmungen des Schwefels (bezw. der 
gepaarten Schwefelsdure). 


I. Bestimmung des Mg (als Mg,P,0,).?) 


Priiparat A: 
0.2472 g¢ Substanz gaben 0,1219 g Mg,P,0, = 0,02636 g Mg oder 10,66"), 
Praiparat B: 
Beim Wiigen des Mg,P,0, ist etwas verloren gegangen. 
Priparat C: 
0.1905 g¢ Substanz gaben 0,0882 g Mg,P,0, = 0,01907 ¢ Mg oder 10,01 °/o. 


— 


Praparat D: 


0.1947 g Substanz gaben 0,0911 g Mg,P,0, = 0,0197 g Mg oder 10,12 ° 5, 
Priiparat E: 
0.2447 g Substanz gaben 0,1160 g Mg,P,O, = 0,0251 g Mg oder 10.25 °)o. 


Il. Bestimmung des C und H. 


Priiparat A: 
Substanz gaben 0,5613 g CO, = 0,15308 g C oder 46,63 °/o und 


s 


0.3283 g 


0.1504 g H,O = 0,01671 g H oder 5,09 °jo. 
Praparat B: 
0.2722 ¢ Substanz gaben 0.4651 g CO, = 0,12685 g C oder 46,60°/o und 
01233 g H,O = 0,0137 g H oder 5,03 °/o. 
Priparat C: 
0.2662 ¢ Substanz gaben 0.4542 g CO, = 0,1238 g C oder 46,53 °/o und 
QO,1154 g¢g H,O = 0,01282 g H oder 4,82 °%/o. 
Priparat D: 
0.2148 g Substanz gaben 0,3661 g CO, = 0,09985 g C oder 46,48 °/o und 
0.0951 g H,O = 0,01056 g H oder 4,92 °%o. 
Priparat E: 
Q0,2184 g Substanz gaben 0.3740 g¢ CO, = 0,1020 g C oder 46,70°/0 und 


0,0995 g H,O = 0,01105 g H oder 5,06 °/o. 
Hl. Bestimmung des N. 


Priiparat A wurde nach Kjeldahl bestimmt. Dabei ergab 
sich jedoch, dali nach dem Zerstéren kein farbloses Produkt 
zuruckblieb. Deshalb habe ich darauf von Priparat F einige 
vergleichende Bestimmungen nach Dumas und Kjeldahl aus- 
gefuhrt. Die Kjeldahl-Bestimmungen geben, ohne nachweis- 
bare Ursache, derartig von einander und von den Dumas- 

', Zu jeder Bestimmung ist zuvor die Substanz bei 100 bis 105° C. 


eetrocknet. 
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Bestimmungen desselben Priiparates abweichende Daten, dab 
sie weiter auber acht gelassen worden sind. 
Priparat F (nach Dumas): 


0.306 g Substanz gaben 10 ccm N (T. = 183° C., Ba = 764 mm) 
11,595 mg N oder 3,79 %o. 

0.2071 g Substanz gaben 6 ccm N (T. = 23,3° C., Ba = 756 mm) = 
6,7152 mg N oder 3,26°)0. 

0,2233 g Substanz gaben 6,75 ccm N (T. = 21,4° C., Ba = 759mm) = 
7,6747 mg N oder 3,44°/o. 

0.3147 g Substanz gaben 9,5 ccm N (T. = 21,4° C., Ba = 765 mm) = 


10,865 mg N oder 3,45 ° 0. 


Priiparat F (nach Kjeldahl): 


0.3724 g Substanz gaben (9,35 ccm 9/4-H,SO,) 32,725 mg N oder 8,78 °/o. 
(0),2386 p >» (4,15 n's-H,SO,) = 14,525 » 6,09 °/o, 
0.1773 > (1,65 » m4-H,SO,) = 5,775 » 3,26 °/o. 
0.1884 (1,55 » n¢-H,SO,) 5,425 > 28K, 


Priiparat A (nach Kjeldahl). 


0.2799 g 


— 


Substanz gaben (2,25 cem 9/4-H,SO,) = 7,875 mg N oder 2,81 °/o. 
Nach Dumas: 
Priparat b: 
0.3647 g Substanz gaben 10,25 ccm N (T. = 188° C., Ba = 768 mm) 
11,9225 mg N oder 3,269 °/o. 
Priparat C: 
0.4287 g¢ Substanz gaben 12,5 ccm N (T. 23,2° C., Ba 766 mm) = 
14,187 mg N oder 3,31 °o. 
Priparat D: 
0.3716 g Substanz gaben 10,5 ccm N (T. 22,.6° C., Ba = 769 mm) = 
12.0069 mg N oder 3,235 °/o 
Priparat K: 
0.3592 g Substanz gaben 9,5 ccm N (T. 23° C., Ba 769 mm) 
10,8345 mg N oder 3,016°/o. 


IV. Bestimmung des 5S. 

a) Atherschwefelsiiure. Zur Bestimmung eventueller Ather- 
schwefelsiiure wurde die Substanz wihrend einer Stunde auf 
dem gut kochenden Wasserbade mit 1°/o HC! erhitzt (Baumann?) 
Salkowski?)) und in dieser Fliissigkeit die Schwefelsiéure als 
BaSO, bestimmt: 

1) Diese Zeitschrift, Bd. 1, S. 70: Uber die Bestimmung der Schwefel- 
saure im Harn. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. X, 5. 346: Uber die quantitative Bestimmung 


der Schwefelsiure und Atherschwefe!siure im Harn. 
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0.2336 g Substanz gaben 0.0008 g BaSQ, oder 0,00015 g $ 


rn 


0.1731 0.0006 » O,00011 » 

b) Totaler Schwefelgehalt. Zur Bestimmung des totalen 
Schwefelgehaltes wurde die Substanz mit KNO, und K,CO, 
verbrannt, der Riickstand mit Wasser ausgezogen und in dieser 
wiisserigen LOsung (nach wiederholtem Eindampfen zum Trocknen 
und Aufkochen mit HCl) der Schwefel als BaSO, bestimmt: 

01435 g Substanz gaben 0.0011 g BaSO, oder 0,0002 g 5S 


a 


Q,1917 0.0045 > » 00008 

Das Priiparat enthilt also weder gepaarte Schwefelsiure 
noch Schwefel tiberhaupt. Die kleinen Quantitaten S riihren 
wohl vom Leuchtgas her, das zur Verbrennung benutzt wurde. 


Ks ist also gefunden: 


Priparat Mg C H N 
A 10.66 46,63 5.09 _ 
B 46,60 5.03 3,269 
C 10,01 46,53 4,82 3,31 
1) 10,12 46,48 4.92 3,23 
K, 10,25 46,70 5,06 3,016 
I : — — 3,79 
F — — —- 3,26 
I" _- _ 5344 
KF _ — 3,45 
lm Durehsehnitt: 10.26 46,588 4.98 3.346 
IV.3) 


Bei trockener Destillation in vacuo dieses Priiparates gingen 
von 180—210° C. farblose Tropfen itiber, welche stark sauer 
reagierten und den Geruch nach Essigsiiure hatten. Uber 210°C. 
gingen weile Diampfe tiber, welche sich in der Vorlage kon- 
densierten. Das nach Benzaldehyd riechende Destillat loste sich 
vollkommen in Alkohol. Diese L6sung wurde auf Skatol gepriift 
mit einer alkoholischen Losung des symmetrischen Trinitrobenzols. 
Kine alkoholische Skatoll6sung gibt mit einer alkoholischen sym- 
metrischen Trinitrobenzollosung einen fast quantitativen Nieder- 


') Die folgenden chemischen Untersuchungen sind ausgefiihrt im 
chemischen Laboratorium des Herrn Prof. Dr. P. v. Romburgh, dem ich 
hierbel meinen besten Dank ausspreche. 
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schlag von symmetrischem Trinitrobenzol-Skatol in bei 183° C. 
schmelzenden, roten nadelformigen Kristallen (v. Romburgh).') 
Die Prifung des Destillats ergab kein Skatol. 

Mit Phenylhydrazin und Eisessig entstand ein in Wasser 
unloslicher Niederschlag. 


Folgender Versuch gab etwas Licht iiber die Zusammen- 
setzung des Praparates: 

2.1026 g Mg-Priaparat wurde mit ca. 20 ccm Normal- 
H,SO, versetzt (also etwas mehr als erforderlich, um das Mg 
aus seiner Verbindung auszutreiben) und die Lésung so lange 
abdestilliert, bis keine Saure mehr iiberging. Das Destillat wurde 
neutralisiert (mit 134,4 cem 0.0971 Normal-NaOH) und ca. 2,5 g 
AgNO, hinzufiigt. Der entstandene weife Niederschlag wurde 
durch Erwiarmen geldst, wobei sich jedoch ein schwarzer Nieder- 
schlag bildete. Die Lésung wurde heif filtriert und aus dem 
Filtrat schieden sich beim Erkalten weibe Kristalle aus, deren 
Silbergehalt durch Gliihen und Wagen bestimmt wurde: 

a) 39,8 mg Substanz gaben 25,6 mg Ag oder 64,32 °/o 
b) 96.3 , : 623 64,69 %/o 


Silberacetat enthilt 64,67°/o Ag. Die Kristalle sind also 
Silberacetat. 

Der oben erwéhnte schwarze Niederschlag und die Mutter- 
lauge wurden durch HCl entsilbert. Die vom Silberchlorid ab- 
filtrierten Fliissigkeiten leben nach Verdunstung nichts zurtick. 
Das Destillat enthielt also auber einer geringenVerunreinigung(s. u. ) 
nur Essigsiiture und zwar: 782,38 mg (= 154.4 ccm 0,0971 
Normal-NaOH) oder 37,21°/o (des Mg-Priiparates). 

Auftfallend war der geringe Ertrag an Silberacetatkristallen 
aus diesem Destillat. Jedenfalls erhielt ich aus 0.5 g reiner Essig- 
sdure eine erheblich groBere Quantitat. Wenn man jedoch diese 
Kristalle durch Erwiarmen wieder in ihrer Mutterlauge loste 
und diese Lésung mit 2 Tropfen des zehnmal verdiinnten brau- 
nen Destillationsriickstands versetzte, entstand gleichfalls ein 
schwarzer Niederschlag und war der Ertrag an Silberacetat- 

1) Rec. du trav. chim. des Pays-Bas et de la Belgique, Bd. XIV, 
>. 65: Sur quelques combinaisons du trinitrobenzéne sym. 
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kristallen bedeutend herabgesetzt. Bei der Destillation scheinen 
also Spuren dieses Riickstandes mit den Wasserdémpfen iiber- 
gefiuhrt zu werden. 

Der braune Destillationsriickstand blieb einige Tage im 
Exsikkator stehen. Nach dieser Zeit hatten sich braungetiirbte 
Kristalle abgesetzt, welche durch Abspiilen mit Alkohol oder 
Aceton und Umkristallisieren aus Wasser farblose, bei 187° C. 
schmelzende Kristalle lieferten, die sich schwierig in kaltem 
Wasser und leicht in heifBem Wasser und Alkohol zu_ einer 
stark sauren Fliissigkeit l6sten. 

Diese Kristalle erwiesen sich, nach dem Zusammenschmelzen 
mit Na, Lésung dieser Schmelze in Wasser und Bildung von 
Berlinerblau auf Zusatz von FeSO, und HCI zu dieser wasserigen 
Losung, als stickstoffhaltig. 

Kin Gemenge von Hippursiure (Schmelzpunkt 187° C.) 
und von diesen Kristallen hatte ebenfalls einen Schmelzpunkt 
187° C.; dagegen ein Gemenge von Paramidobenzoesiure 
(Schmelzpunkt 186° C.) und von diesen Kristallen einen Schmelz- 
punkt 150° C. unter gleichzeitiger Zersetzung (Gasentwicklung). 

Die gefundene Siaiure war also Hippursaure. Diese An- 
nahme wurde bestiitigt durch: 

a) eine N-Bestimmuneg: 
Q.1983 ¢ Substanz gaben 13,6 ccm N (T. = 6° C., Ba = 748 mm) 
15,947 mg N oder 8,04°o. 
Hippursaure enthilt 7,82°/o N. 
b) eine Acidititsbestimmung: 
41,9 mg Substanz wurden neutralisiert durch 2,4 cem 0,0971 Normal-NaOH 
41,71 mg Hippursaure). 

Das Mg-Priiparat enthalt also neben dem Chromogen noch 
Kssigsiiure und Hippursiiure. 

Ks lag nahe, zu untersuchen, ob das Chromogen aus dem 
von Indican befreiten Essigiither nicht ohne die oben erwahnten 
Sduren darzustellen war. Der Essigiither wurde zum grobten 
Teil abdestilliert und der Riickstand, nach dem Erkalten, von 
der ausgeschiedenen Hippursiiure abgegossen. Beim weiteren 
Verdunsten des Essigiithers setzten sich allmihlich noch Hippur- 
siiurekristalle ab, und dureh wiederholtes Auflésen in kaltem 
gelang es, ein fast ganz hippursaurefreies Praparat 


= 


Kssigather 
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darzustellen. In dieser Weise erhielt ich eine braune sirupartige 
Masse, welche sogar nach wochenlangem Verbleiben im Exsik- 
kator fliissig blieb. 

Ich habe dieses Praparat noch einmal auf gepaarte Schwefel- 


siiure geprift. Dazu wurde das Chromogen aus 30—35 | Harn 
in heibem Wasser gelOst und mit heiber BaCl,-Losung versetzt. 
Diese klare L6sung wurde zur volligen Sicherheit heif filtriert 
(beim Erkalten scheidet sich die braune Masse aus) und das 
Filtrat eine Stunde mit HCI] (bis 1°/0) erhitzt. Diese Loésung 
wurde durch ein aschefreies Filter filtriert und das Filter in 
einem Platintiegel verbrannt. Die Asche wurde mit K,CO, im 
Geblaise zusammengeschmolzen, die Schmelze mit Wasser aus- 
gezogen und die wasserige LOsung mit BaCl, und etwas HC! 
versetzt. Es entstand eine minimale (jedoch unwagbare) Trubung. 
Kin Kontrollversuch mit einem gleichartigen Filter, wie es zu 
diesem Versuch gedient hatte, gab dieselbe Triibung. 

Das Chromogen ist also keine gepaarte Schwefel- 
siiure (vergl. auch Kap. Ill). 

Eine Lésung dieses Chromogens wurde eine Stunde mit 
HCl (bis 1°/o) gekocht: die Losung reduzierte Fehlings Losung 
nicht. Das Chromogen ist also auch keine gepaarte Glyku- 
ronsaure. 

Darauf habe ich untersucht, ob aus diesem Chromogen 
in einfacher Weise Skatol (oder Indol) darzustellen wire. Dazu 
verwendete ich das braune Filtrat, welches ich bei der Unter- 
suchung auf Schwefelsiure nach dem Zusatz von bal, er- 
halten hatte. Es gab mit HCl und KNO, noch eine schone 
Farbenreaktion. 

Dieses Filtrat wurde in zwei Hilften geteilt: die eine Hiilfte 
wurde nach Zusatz von NaOH und Zinkstaub, die andere Hiilfte 
nach Zusatz von H,SO, und Zinkstaub der Destillation unter- 
worfen. Nach Ablauf der Destillation fiirbten sich beide Riick- 
stinde durch HCl und KNO, noch schon rot. 

Beide Destillate und beide Riickstiinde wurden mit Ather aus- 
geschiittelt, von den iitherischen Loésungen der Ather abdestilliert 
und die minimalen Riickstiinde in Alkohol aufgenommen. Keine 
dieser alkoholischen Lésungen gab, mit alkoholischer Trinitro- 
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benzollosung versetzt, auch nur eine Spur der roten Kristalle 
(auch nicht nach dem Verdunsten des Alkohols). 

Destillation des Chromogens mit NaOH oder H,SO, (ohne 
vleichzeitige KReduktion) gab ebenfalls negative Resultate. 

Darauf habe ich versucht, ob bei Zersetzung durch Bak- 
terien Skatol oder Indol auftreten wiirde. 

[im die geeigneten Bakterien zu ziichten, habe ich eine 
Gelatinekultur (Gelatine mit auf? 10 Volumen eingeengtem Leitungs- 
wasser und !/10°/o K,HPO,) geimpft mit Gartenerde!) und diese 
Kultur ber 40° C. im Brutofen sich entwickeln lassen. Mit den 
geziichteten Bakterien wurden drei Kulturen gemacht: 

a) eine neue Gelatinekultur als Kontrolkultur: 

b) eine Peptonkultur: Die Kultur enthielt Pepton = statt 
Gelatine. Nach 2—-3 Tagen konnte man in dieser Kultur eine 
schone Nitroso-Indolreaktion hervorrufen : 

c) eine Gelatinekultur, zu welcher das Chromogen zuge- 
setzt war. (Leicht alkalische Reaktion.) 

Nach 6—8 Tagen gibt die dritte Kultur mit HCl und KNO, 
keine Vertiirbung mehr. Sie gibt ebensowenig die Reaktion mit 
Glyoxylsaure (Adamkiewicz). 

Diese dritte Kultur wurde bei alkalischer Reaktion ab- 
destilliert: Weder im Destillat, noch im Riiekstand konnte in 
der bekannten Weise auch nur eine Spur Skatol (Indol) nach- 
gewlesen werden. 

In einer Kultur, welche nur Chromogen und Nihrsalze 
enthielt, starben die Bakterien ab. 

Also gab das Chromogen weder durch Sublimation noch 
durch Reduktion und Destillation, noch durch bakterielle Zer- 
setzung auch nur eine Spur Skatol oder Indol. Dagegen bildet 
sich aus den bekannten Skatolderivaten (von welchen nur die 
Skatolearbonsiure mit HCl und KNO, einen haltbaren roten 
Farbstoff liefert) sehr leicht Skatol. (Die Skatolearbonsaure 
gibt schon beim Erhitzen uber den Schmelzpunkt Skatol 
ab.) Ich schliebe demnach: Das Chromogen des sogenannten 





Diese Kultur wurde von Prof. Beyerinck in Delft empfohlen. 
Das Einengen des Leitungswassers ist erforderlich wegen der mini- 
malen Quantitét Salze im hiesigen Leitungswasser. 
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Skatolrotes im normalen Harn ist kein Skatolderivat im 


ehemischen Sinn, wenn auch aus den von Porcher und 
Hervieux mitgeteilten Befunden hervorgeht, dab das Auftreten 
dieses Chromogens durch Resorption von Skatol aus dem Darm 
hervorgerufen wird. 

Wohl ist mir die groBe Abhnlichkeit zwischen dem soge- 
nannten Skatolrot und dem Urorosein von Nencki und Sieber!) 
aufgefallen. 

Bekanntlich stellten Neneki und Sieber das Urorosein 
dar durch Versetzen des Harns mit HCl Wenn = sie auch 
kein Oxydationsmittel gebrauchten, konnten sie doch die Mit- 
wirkung der oxydierenden Substanzen aus dem Harn nicht 
ausschiiefen. Auch das sogenannte Skatolrot ist aus den 
meisten Harnen durch HCl allein zu erhalten. 

Das Urorosein hat die folgenden Eigenschaften: 

1. Der Farbstoff l6st sich mit roter Farbe in Wasser, 
Athyl- und Amylalkohol. Ather, Chloroform, Benzol, Schwetel- 
kohlenstoff entziehen der wiisserigen LOsung den Farbstoff nicht. 

2. Die alkoholische Losung hat einen Absorptionsstreifen 
im Anfang des Griins zwischen D und E, wihrend der violette 
Teil des Spektrums teilweise absorbiert ist. 

Neneki und Sieber haben auch einen zweiten Streifen 
wahrgenommen, weilchen sie jedoch einer Spur Urobilin zu- 
schreiben. 

3. Alkalien verwandeln den roten Farbstoffin einen braunen. 
Durch Zusatz von Siauren kehrt die rote Farbe zuriick. Zink- 
staub entfarbt die saure Losung des Farbstoffes: durch Oxydation 
wird die Farbe wieder rot. 

4. Die Losung firbt Wolle. Durch Natriumacetat im 
UberschuB wird der Farbstoff fixiert und nur durch Kochen mit 
H,SQO,-haltigem Alkohol rann der Farbstoff wieder gelost werden. 

Auch das sogenannte Skatolrot hat. wie ein besonders 
darauf gerichteter Versuch mich lehrte, dieselbe Eigenschaft. 

Nun geben jedoch Nencki und Sieber an, dab das 
Urorosein sehr unbestiindig ist. Dagegen ist das sogenannte 
Skatolrot in nicht verunreinigter L6sung sehr bestiindig. Ich 
') Journ, f. prakt. Ch., N. F., Bd. XXVI, 8. 333: Uber das Urorosein. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XLVI. 17 
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habe eine saure Losung des sogenannten Skatolrotes mehr als 
1'/2 Jahre aufbewahrt, ohne dafi die Farbe verblaBte. 

Wenn man jedoch normalen Harn mit einer dunkelroten 
Losung des sogenannten Skatolrotes versetzt, dann ist  un- 
gefiihr 1/5 Volumen erforderlich, bevor der Harn sich rosa 
farbt. Wahrscheinlich verdeckt die gelbe Harnfarbe die rote. 
Auch verblabt in diesem Falle nach einigen Stunden die 
Farbe. Wahrscheinlich sind hieran die Eigenschaften des Harns 
schuld. Und hiermit ist auch wohl in Ubereinstimmung, daf} 
Nencki und Sieber das Urorosein nur aus pathologischem 
Harn erhalten konnten. Ein gréBerer Gehalt des pathologischen 
Harns an Nitriten gab  vielleicht Gelegenheit, genug Farbstoff 
zu bilden, um die rote Farbe trotz der gelben Harnfarbe sicht- 
bar zu machen. 

Ubrigens stimmt die Darstellung iiberein mit der Dar- 
stellung des sogenannten Skatolfarbstoffes. Auch Brieger, 
Mester und Otto erhielten ihren Skatolfarbstoff durch Kochen 
mit HCl. Und weil nun sowohl die bekannten Skatolderivate 
als das von mir untersuchte Chromogen nur durch Oxydation 
einen roten Farbstoff bilden, ist es nicht unwahrscheinlich, 
dai auch Nencki und Sieber zu der Darstellung des Uroro- 
seins, ohne darauf zu achten, die oxydierenden Substanzen des 
Harns benutzt haben. 

Die Ahnlichkeit zwischen dem Urorosein und dem. so- 
genannten Skatolrot laBt auf ihre Identitat schlieben. Und 
wenn nun auch vorlaufig der Name Urorosein keine Auskunft 
liber die Zusammensetzung gibt, so wird doch durch diese 
Identitiit die Zahl der Harnfarbstoffe um einen vermindert. 

Dennoch bleibt es moéglich, daB im Harn Skatolderivate 
vorkommen. Allein sie sind im normalen Menschenharn nicht 
das Chromogen des sogenannten Skatolrotes. Der Name Skatol- 
rot darf gewif nicht buchstablich aufgefaBt werden, wenn man 
den so benannten Farbstoff aus normalem Harn meint. Der 
von Salkowski u. a. aus Skatolearbonsiure dargestellte Farb- 
stoff fiihrt natiirlich mit vollem Rechte diesen Namen. 
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V. 


Weil es vielleicht moglich wire, auf indirektem Wege 
niheres iiber die Zusammensetzung des Chromogens zu finden, 
habe ich im Mg-Priiparat die Sauren quantitativ bestimmt. 

1. In der in Kapitel IV angegebenen Weise wurde aus 
1.0139 g Mg-Praparat die Essigsiiure abdestilliert. Das Destillat 
wurde neutralisiert durch 67,4 com 0,95 Normal-NaOH, enthielt 
also 384.18 mg Essigsiiure oder 37,89°/o. 

Im neutralisierten Riickstand wurde die Hippursaure durch 
Fe,(SO,), niedergeschlagen; dieser Niederschlag in H,SO, (mit 
gleichem Volumen Wasser verdiinnt) gelost und diese Losung 
15 Stunden am Riickflubkiihler gekocht, um die Hippursiiure 
zu zerlegen in Benzoesaure und Glycocoll,!) in der Absicht, 
die gebildete Benzoesiure mit Ather auszuschiitteln und zu 
bestimmen. Zu meiner Uberraschung enthielt der Ather nur 
Spuren Benzoesiure. Ein gleichzeitiger Kontrollversuch mit 
0.4098 reiner Hippursdure lieferte in 4hnlicher Weise ebenfalls 
nur Spuren Benzoesiure. 

2. Ich habe darauf versucht, die Zerlegung in einer von 
Beilstein?) angegebenen Weise zu bewerkstelligen und zwar 
zunichst aus reiner Hippursiture (als Kontrollversuch): Die 
Hippursaure wurde !/4 Stunde mit rauchender Salzsaure am 
Ruckflubkiihler gekocht. Beim Erkalten schieden sich Benzoe- 
siurekristalle aus. Das Gemenge von HCl und Benzoesaure 
wurde mit Ather ausgeschiittelt (dabei blieben noch unzerlegte 
Hippursdurekristalle in der Salzsiiure zuriick). Der Ather wurde 
in einem kurzhalsigen, mit weiter Offnung versehenen Kolben 
abdestilliert und beim Auskristallisieren der Benzoesiiture wurde 
darauf geachtet, daB sie sich in diinner Schicht iiber die Innen- 
flache des Kolbens absetzte. Der Kolben blieb 2 Tage bei 
25—30° stehen, um Spuren in den Ather iibergangener Salz- 
saure verdunsten zu lassen. Die Benzoesaure wurde darauf 
litriert. Eine Schmelzpunktbestimmung (120° C.) lieferte den 
Beweis, dab die Siéure wirklich Benzoesiure war. Die aus 

') Schmidt, Handb. der pharm, Ch., Bd. II, 1, S. 354. 

*) Handb. der org. Ch., Bd. I, S. 1136. 


17* 
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04404 g Hippursiure in dieser Weise dargestellte Benzoe- 
siture wurde neutralisiert durch 10 cem = 0,2128 Normal- 
NaOH = 259.62 mg Benzoesiiure oder 86,49°/o der berechneten 
Quantitat. 

Bei zwei folgenden Bestimmungen aus reiner Hippurséure 
wurde 3/4 Stunde gekocht statt 4 Stunde. Es blieben in diesem 
Fall keine unzerlegten Hippurséurekristalle zuriick : 

0.4129 g Hippursiiure gaben 264,806 ing Benzoesaure (—= 10,2 ccm 0,2128 
Normal-NaOH) oder 94,11°'o der berechneten Quantitit. 
0.4167 ¢ Hippursiiure gaben 270 mg Benzoesiure (—= 10,4 ecm 0,2128 
Normal-NaOH) oder 95.65°0 der berechneten Quantitit. 

Im Durchschnitt also: 94,58 % 0. 

3. In dieser Weise erhielt ich aus 1,0518 g Mg-Praparat: 
218,075 mg Benzoesiiure (== 8,4 eem 0,2128 Normal-NaOH) 
= 319,96 mg Hippursaure oder 30,42°/o (des Mg-Praparates). 

t. In 0.6702 g Mg-Priiparat wurde zuniichst die Essig- 
siure bestimmt: 252,806 mg Essigsiiture (== 19,8 cem 0,2128 
Normal-NaOH) oder 37,72°/0. Der neutralisierte Rickstand wurde 
eingeengt und darauf mit HC] gekocht usw. Er gab: 137,59 mg 
Benzoesiiture (= 5.3 ccm 0.2128 Normal-NaOQH) = 201,88 mg 
Hippursiiure oder 30,12 °/o. 

Es wurde also gefunden: 

an Essigsiiure an Hippursaéure 
37,21 °%/o (vergl. Kap. IV) — 
37,89 Jo ni 
30,42 Jo 
37,72 %o 30,12 °/o 
Durchschnitthch: Essigsiéure 37,61 °/o 
Hippursaure 30,27 %/o (korr. 32,004 %/o). 

Demnach enthalt 1 g Mg-Priaparat: 376,1 mg Essigséiiure 
und mindestens 302.7 mg Hippursiiure, welche bezw. 75,22 mg 
und 21,455 mg Mg binden zu 445,05 mg Magnesiumacetat und 
339,71 mg Magnesiumhippurat. Nun enthilt 1 g Mg-Priiparat 
102.6 mg Mg (vergl. Kap. III); es ist also 5,93 mg Mg weniger 
gebunden, als das Praparat enthiilt. Hierbei ist zu bemerken, 
dali der Gehalt an Hippursiiure ohne Zweifel gréBer sein mub, 
denn der Kontrollversuch lehrt, da nur 94,58 °/o zuriickgefunden 
werden. Diese Differenz liegt also ohne Zweifel innerhalb der 
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Versuchstehlergrenze und 1Jaft nicht schlieBen, dab auch das 
Chromogen noch Magnesium gebunden hiitte. 

Auch iiber den Stickstoffgehalt des Chromogens geben 
diese Bestimmungen keine Auskunf{t. In 1 g¢ Mg-Priiparat ist 
33,46 mg N (vergl. Kap. Ill), die Hippursiiure des Priiparates 
enthilt mindestens 25,032 mg N, also konnte hoéchstens 
8.43 mg N eine andere Herkunft haben. Weun man sich jedoch 
die ganze disponible Quantitiit Mg (5.93 mg) an Hippursiiure 
eebunden denkt (= 6,92 mg N), bleibt nur 1.51 mg N iibrig. 

Iie bei dieser Analyse erhaltenen Resultate lassen sogar 
liber die qualitative Zusammensetzung des Chromogens nichts 
schlieBen. 

lmmerhin bleibt die konstante Zusammensetzung des Mg- 
Priiparates auffallend. Es ist immer nur in toto loslich, bezw. 
unlOslich und nie ist es mir gelungen, durch lLOsungsmittel 
das Priiparat in seine bestandteile zu zerlegen. 

VI. 

Zum SchluB noch einiges tiber das Verfahren nach Stokvis. 
Ein einziges Mal habe ich, um bald tiber eine grobere Quantitiit 
Chromogen vertiigen zu kOnnen, Pferdeharn verwendet.  Statt 
mit (NH,),SO, habe ich den Harn mit bleiessig versetzt, weil 
der Pferdeharn sich mit Bleiessig bequemer verarbeiten laBt. 
Am Ende erhielt ich jedoch aus dem Essigither nur eine kleine 
Quantitét Chromogen und auch nur spirliche Hippursaure- 
kristalle, weil diese Saure zum groften Teil als Bleisalz nieder- 
geschlagen war, wahrend der ausgeschitittelte Harn mit HCL und 
KNO, noch sehr viel sogenanntes Skatolrot lieferte. 

Beim Versetzen mit (NH,),5O, dagegen konnte ich den 
Pferdeharn ganz vom Chromogen befreien, und der Essigiither 
enthielt eine bedeutende Quantitét Chromogen und Hippursaure. 

Weil nun die Hippurséiure, wie andere Versuche mich 
lehrten. nur schwierig vom Chromogen zu reinigen ist, Ist es 
nicht unwahrscheinlich, daf das Verfahren nach Stokvis auf 
der Eigenschaft der Hippursiiure beruht, Farbstoffe mitzureiben. 

Vielleicht erleichtert die Sittigung mit (NH,),SO, den Uber- 
gang des Chromogens in den Essigither. 
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Es wird nun auch ersichtlich, weshalb bei der Verarbeitung 
des Harns nach Steensma der Ertrag an Chromogen so er- 
heblich niedriger ist als bei dem Verfahren nach Stokvis 
(vergl. Kap. Il). 


SchluBfolgerungen. 


1. Das Chromogen des sogenannten Skatolrotes im normalen 
Menschenharn ist keine gepaarte Schwefelsdure (bezw. 
Glykuronsaure). 

2. Dieses Chromogen ist kein Skatolderivat (im che- 
mischen Sinne des Wortes). 

3. Das sogenannte Skatolrot ist identisch mit dem Uro- 
rosein von Nencki und Sieber. 

























Uber eine Verbesserung der Methode zur Bestimmung des 
Stickstoffes in Aminosduren. ') 
Von 
Viadimir Stanék. 





Aus dem chemischen Laboratorium der Untersuchungsstation fiir Zuckerindustrie in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. September 1905.) 


Die Bestimmung der Aminosauren bildete von jeher eine 
schwache Seite der Analyse pflanzlicher und tierischer Produkte. 
Es fehlt namlich an einem Reagens, welches eine quantitative 
Abscheidung und Trennung der erwiahnten Sauren von anderen 
Begleitstoffen erméglichen wiirde. Wohl liefern manche Amino- 
siuren unlésliche Kupfer- und Quecksilbersalze, doch lassen sich 
dieselben nicht vorteilhaft anwenden, da erstere sich nur sehr 
langsam, und wenn die Losung unrein ist, tiberhaupt nicht ab- 
scheiden, die zweiten wieder sich leicht im Uberschusse des 
Reagens losen. Dazu fallen Quecksilbersalze eine ganze Reihe 
anderer stickstoffhaltiger Substanzen. 

Es ertibrigen also zur Bestimmung der Aminosiiuren nur 
praparative Methoden,?) und solche, die auf der Gruppenreaktion 
der Aminoséuren mit der salpetrigen Saéure beruhen, wobei 
sich der Stickstoff aus beiden, an der Reaktion beteiligten Sauren 
entwickelt. 

E's ist klar, daf diese Methoden keine vollkommen richtigen 
Resultate liefern kénnen, da ja auch andere stickstoffhaltige Sub- 
stanzen mit der salpetrigen Saure unter Stickstoffentwicklung 
reagieren; es sei hier nur z. B. auf Ammoniumsalze, Eiweil- 





') Vorgelegt den 19. November 1904 der béhmischen Akademie fir 
Wissenschaften. 

*. Scheibler, Zeitschrift fiir Chemie 1866, S. 278; Fischer und 
Bergell, Berl. Ber., Bd. XXXV, S. 3779; K. Andrlik, Zeitschrift fir 
Zuckerindustrie in B6éhmen, 1903, S. 665, 
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stoffe, Peptone, Guanin u. a. hingewiesen. Wenn sich nun auch 
einige von diesen (Ammoniak, Eiweib) vorher entfernen lassen, 
so muf} man andere notgedrungen mit in den Kauf nehmen, 
solange keine bessere Methode existiert. 

Die Bestimmung von Aminosaéuren durch Zersetzung mittels 
salpetriger Sdure haben urspriinglich Sachse und Korman! 
ausgearbeitet. 

Die Losung, in welcher die Aminosiiuren bestimmt werden 
sollten, wurde in ein Gefiiih gebracht, welches mit einer Losung 
von salpetriger Siaure gefiillt war; das sich entwickelnde Gas 
wurde in einer Eisensulfatlosung von Stickoxyden befreit, dann 
das Volumen des Stickstoffes gemessen und auf den Stickstoff 
der Aminosiiure umgerechnet. 

Diese Methode wurde zahlreichen Modifikationen unter- 
worfen: so benttzten Sachse und Korman?) selbst. statt 
der salpetrigen Saure das Kalisalz derselben, indem sie dieses 
im Entwicklungskolben in Gegenwart der Aminosiure mittels 
Schwefelsiure zersetzten. 

Ker) verdriingt die Luft und nach der Reaktion den 
Stickstolf aus dem Apparate durch Kohlensiure. 

sOhmer*) empfiehlt fir die Absorption der Stickoxyde die 
besonders vorteilhafte Losung von Permanganat in Alkalilauge. 

Alle hier angefiihrten Modifikationen haben den gemein- 
samen Nachteil, dafi man mit freier salpetriger Siure operieren 
mu, die schon bet gewOhnlicher Temperatur rasch unter Ent- 
wicklung von Stickstoffdioxyd zerfillt. Da sich nun eine ziemlich 
bedeutende Menge dieses Gases, 200—300 cem, neben relativ 
geringen Mengen Stickstolf bildet, so ist die Arbeit mit einem so 
groben Volumen Gas unbequem. Auberdem verliiuft die Reaktion 
mit der salpetrigen Saure nicht immer vollkommen glatt, denn 
ich machte die Beobachtung, da®B manchmal (besonders in Gegen- 
wart starker Situren) bis '/s aller Amidosiiuren der Reaktion 
entging. 


') Landw. Versuchstation, Bd. XVII, S. 95. 

2, Landw. Versuchstation, Bd. XVU, S. 321. 
Landw. Versuchstation, Bd. XXIV, S. 365. 

*) Landw. Versuchstation, Bd. XXIX, 5S. 247. 
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Ich versuchte also die salpetrige Saure durch eine andere 
Substanz zu ersetzen, die bestandiger und frei von den ange- 
fiihrten Nachteilen wiire. 

Aus den Arbeiten von Curtius,!) Jochem?) und Tilden?) 
ist bekannt, daB durch Einwirkung von salpetrigsaurem Natron auf 
eine salzsaure LOsung der Aminosiure die entsprechende chlorierte 
Siiture entsteht und der Stickstoff sich als solcher abspaltet. 

Diese Reaktion nun beniitzte ich fiir quantitative Zwecke. 
Das Zutropfen einer konzentrierten LOsung von salpetrigsaurem 
Natron in die Fliissigkeit, welche die Aminosiiure und Salzsiure 
enthielt, fihrte nicht zum Ziele, da sich die Fliissigkeiten er- 
wirmen und grofe Mengen von Stickstoffdioxyd entstehen. Ich 
mute deshalb von dieser Arbeitsweise abgehen und beniitzte 
nun zur Zerlegung der Aminoséuren eine LOsung, die durch 
Einwirkung von salpetrigsaurem Natron auf rauchende Salz- 
sdure entsteht und wahrscheinlich Nitrosylchlorid enthalt nach 
der Reaktionsgleichung: 

2HC] + NaNO, = NaCl + NOC] + H,O. 

Bei der Darstellung gehe ich folgendermafen vor: Ein be- 
stimmtes Volumen konzentrierter Salzsiiure wird in ein walzen- 
formiges Glas abgemessen und mit einem Tropftrichter, dessen 
Rohre bis an den Boden reicht und zu einer feinen Spitze ausge- 
zogen ist, abgeschlossen. In den Trichter gieBt man '.5 Volume 
der angewendeten Salzsiure von 40°%/oiger wiisseriger Lésung 
von salpetrigsaurem Natron und liibt dieselbe in die Siiure tropfen. 
Es findet eine energische Gasentwicklung statt und die Losung 
firbt sich orangerot. Nach beendigter Reaktion giebt man die 
orangerote Fliissigkeit von dem abgeschiedenen Kochsalze ab 
und bewahrt dieselbe in einer gut verschlieBbaren Flasche. Die 
so bereitete Losung ist ziemlich bestindig: sie entwickelt in 
der Kalte nur sehr langsam Stickoxyde und 1ibt sich mehrere 
Tage lang aufbewahren; mit kaltem Wasser verdiinnt, firbt 
sie sich griinlich und das Stickstoffdioxyd entweicht. Mit ge- 
sattigter saurer LOsung von Kochsalz liéft sie sich ohne Zerfall 
') Berl. Ber., Bd. XVI, S. 744. 

*) Diese Zeitschrift 1901, S. 119. 
*) Berl. Ber., Bd. XXVIII, S. 646. 
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verdiinnen, man muf also dafiir sorgen, dafi die Reaktions- 
fliissigkeit mit Chlornatrium gesattigt sel. 

Durch dieses Reagens werden die Aminosduren glatt und 
rasch zerlegt, die Reaktion ist sicher nach ca. 30 Minuten be- 
endigt. Bei der Reaktion entsteht keine groBe Menge an Stick- 


stoffoxyd. 


Blinde Versuche ohne Aminoséuren und in Gegen- 


wart organischer Stoffe, wie Zucker, zeigten, dali etwa 15—20 ccm 
dieses Gases entstehen; der bei dem Zerfall der Aminoséuren 
entstehende Stickstoff reift wohl etwas mehr N,O, mit, doch 
iibersteigt seine Menge nie 40—d0 ccm. Die Zerlegung der 
Aminosiiuren, das Reinigen und Messen des Stickstoffes fiihrte 
ich im umstehenden Apparate aus. 

Der Zersetzungskolben a, etwa 80 ccm fassend, ist mit 
eingeschliffenem Glasst6psel verschlossen, in welchem zwei 
Rohren eingeschmolzen sind. Die eine Rohre 6 am obersten 
Ende dient zum Ableiten der Gase, die zweite ¢ reicht bis zu 
2/3 der Héhe des Kolbens herab und ist mit einem doppelt- 
gebohrten Hahn ¢‘ versehen, welcher ermdglicht, einerseits die 
Verbindung mit einem Kippschen Kohlensiureapparate, anderer- 
seits mit dem Trichter d herzustellen. Die Rohre 6 ist mittels 
eines dickwandigen Kautschukrohres mit der starkwandigen, 
nach unten umgebogenen Rohre e verbunden, die zum Ab- 
sorber g fiihrt und mit einem seitlichen Hahn f versehen ist, 
der in einem mit Wasser gefiillten Becherglase miindet. In den 
Absorber g ist unten eine angebogene Rohre h so eingeschmolzen, 
daf eine ringformige Vertiefung entsteht, die mit Quecksilber 
gefiillt wird; das Ende der Rohre reicht in einen mit Lauge 
gefiillten Kolben. Der Absorber geht oben in eine enge Ka- 
pillare iiber, welche die Verbindung mit der Birette 7 ist. Diese 
ist mit Wasser gefiillt und unten durch einen Kautschukschlauch 
mit dem Gefibe A zur Ausgleichung des Druckes verbunden; 
dieses ist zur bequemen Handhabung an einer Schnur aufgehingt, 
die iiber Rollen lauft und mit einem Gegengewicht versehen 
ist. Durch Senken und Heben des Gefifes iiberfiihren wir das 
Gas in die Biirette usw. Die Biirette ist mit einem Wasser- 
mantel versehen, in welchem ein Thermometer hangt. Der 


Zweiweghahn der Biirette kommuniziert einerseits mit dem Ab- 
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sorber g, andererseits mit einem zweiten Absorber 7, der mit etwa 
300 ccm gesattigter Kaliumpermanganatlésung in ca. 10°/oiger 
Alkalilauge gefiillt ist. Der Doppelweghahn g des Absorbers 
erlaubt die Verbindung desselben mit der Burette (1) oder mit 
der AuBenluft (Il) oder auch der biirette mit der Luft (III). 

Den beschriebenen Apparat!) verwende ich mit Vorteil 
zur Bestimmung des Stickstoffes in Nitraten nach der Methode 
von Schulze-Tieman, sowie des Stickstoffes nach Dumas. 
Im letzteren Falle wird der Zersetzungskolben direkt durch 
das Verbrennungsrohr ersetzt und der Absober 7 fallt weg. 

Die Bestimmung der Aminosiiuren wird folgendermaben 
ausgefiihrt: In den Kolben (a) werden ca. 4—5 g Kochsalz 
und 25 cem der Lésung, die 0,05—0,3 g Aminosiiure enthiilt, 
eingefiihrt, der Kolben dann mittels des mit Vaselin ein wenig 
geschmierten GlasstOpsels geschlossen und Kohlensaéure durch- 
geleitet. (Dazu eignet sich nicht die Kohlensaure aus der Bombe, 
da sie viel Luft enthalt. Dafiir kann man aus reinem Marmor 
Kohlensiiure, die nur etwa O0,1—0O,2°/o anderer Gase enthalt, 
gewinnen, wenn man den Kippschen Apparat Tags vorher fiillt 
und zeitweise etwas von der Kohlensiure auslibt.) 

Nach dem Offnen der Hiihne ec! und f lassen wir ea. 5 Mi- 
nuten Kohlendioxyd hindurchstreichen und priifen dann, ob schon 
alle Luft verdriingt ist, indem wir den Hahn f schlieBben und in 
raschem Strome etwa 30 ecm Gas in den Absorber einlassen: 
wird alles bis auf ein kleines Bliischen absorbiert, so lassen 
wir aus dem Trichter d etwa 40 cem der Nitrosylchloridlosung 
in den Kolben und lassen unter Ofterem Schiitteln reagieren. 
Auf vollstiindiges Aufhéren der Gasentwicklung braucht man 
nicht zu warten, sondern man lift nach etwa 3/2 Stunde aus 
dem Trichter d gesiittigte Kochsalzlosung mit etwas Nitrosyl- 
chlorid einflieBen, bis das Gas vollkommen verdrangt und etwas 
von der Fliissigkeit bis zum Absorber gelangt. Dann verbinden wir 
den Absorber g mit der Biirette, durch Senken der Fillkugel 
saugen wir das Gas in die Biirette und leiten dasselbe sogleich 
in den zweiten Absorber, der vordem vollkommen mit Fltissig- 
keit gefiillt worden war. In diesem schiitteln wir das Gas so 


‘) Von der Firma Hunék, Prag. 
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lange, bis aller NO, absorbiert ist. (Das Ende der Reaktion 
erkennen wir daran, daf die rote Permanganatlésung an den 
Glaswanden ihre Farbe in griin umwandelt, sofern noch eine 
Spur von Stickstoffoxyd vorhanden ist. Eine Fiillung des Ab- 
sorbers reicht fir ca. 10 Versuche aus.) Sodann saugen wir 
das Gas wieder in die biirette, warten, bis die Temperatur des 
Gases sich ausgeglichen hat, und lesen sein Volumen nach Aus- 
gleichung des Druckes ab. Da sich der Stickstoff sowohl aus 
der Aminosiiure als auch aus dem Nitrosylchlorid abspaltet, ent- 
<pricht die Hilfte des abgegebenen Volumens dem Stickstoff 
der Aminosiiure. Zur Uberfiihrung des Gasvolumens auf Ge- 
wicht beniitzt man die Tafel von Dietrich. 

Nach der beschriebenen Methode wurde der Stickstoff in 
den gewohnlichen Aminosiiuren mit folgendem Erfolge bestimmt: 


(eras 
Sub- | Stick- | 








Sy] on _Tem- Gefun- Diffe- | | | Gefun- 
oun- a | cae ee eer ‘ | Theorie 
stanz | stoff | peraturden N,  renz | den 
stanz | | | 1 | ' 
mg mg | eem mm | ° C. mg mg | %oN } %oN 
50 9,39 /17,0| 744 22 9,42) 4-007 | 18,7 | 18,84 
Glv- - yo m6 _- rf 7 
i 100 18,70 33,7) 738 20 | 18,700 — 18,7. | 18,70 


kokoll] 100 18.70 | 33.0 7435 | 20 18.52 ;|—O17 | 18,7 | 18,52 
100 | 18,70 32,7! 746 | 2% | 18,00, —0,70 18,7 | 18,00 








200 | 21,41 | 38,3) 743 | 23 | 21,12) —0,29 10,56 

Leucin| 59 | 5,85/ 96) 744 | 22 | 527) — 0,08 to71| 10°3 
250 | 26,76 48,2) 744 | 23 | 26,57) —0,19 10.63 

100 | 10,71/19.0! 744 | 24 | 1084|-+-0,13 10,84 

100 7,74) 14,4) 743 | 22 | 7,98 +0,24 7,98 

Tyrosin| 200 | 15,48/27,0| 744 | 23 | 1488) +040 ¢ G44) 744 
300 | 23,22 44.4) 744 ) 22 | 24.60) +138 8.20 

50 | 4,76) 86) 743 | 21 | 4,79/+0,03 9.58 

Gluta-] 100 | 9,52 16,5) 744 | 22 9,13, —0,39 9,13 
100 | 952/180 744 | 22 998 +046 9.98 

min- | 200 | 19,04 | 33,6) 747 | 20 | 18,96 —-0,08 ¢ 997 | 9,48 
150 | 14,28) 25,6; 744 21 14,25 ; — 0,08 9 49 

Sdure | 950 | 23,80 43,0) 744 | 23 | 23,71|—0,09 | 9,48 
| 28.56 50.2! 743 | 23 | 27,68) —0,88 | 923 
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Sub- Sub- “Stick- Gas _ Tem- Gefun-| Diffe- Theorie 22 
stanz | stoff | | peraturiden N,) renz | den 
ame mg | mg /ecm | mm | ° CG. | mg | mg °%/o N | %oN 
| Pd) | | | 

50 | 5,27| 9,5! 743 | 23 | 5,24) —0,03 10,48 
Aspara-| 400 | 10,54/18.5| 744 | 22 | 10,25) —0,29 10,28 
150 | 15,80)29,5) 741 | 23 | 16,14/+0,34 710,54 | 10.76 
ginsdiure} 200 | 21,08/ 36,7) 747 | 19 | 20,76; —0,32 10,38 
250 | 26,34) 45,2) 741 | 21 | 25,07) —1,27 | 10.28 

| — | | 








Die angefiihrten Ergebnisse sind ganz befriedigend. Die 
weitere Aufgabe war, zu bestimmen, ob und in welchem Mafe 
auch andere stickstoffhaltige Substanzen durch Nitrosylchlorid 
Stickstoff abspalten. 

Die abgewogenen Mengen an Substanz wurden in 25 ccm ge- 
sittigter Kochsalzlésung gelést oder suspendiert und dann wie bei 
den Aminosauren vorgegangen. Die Ergebnisse waren folgende: 











| 
| 6s ln = 
| Stickstoff Tem- | N abge- 
ow a und Gas | Druck | ) 
. ; © | Substanz peratur | Spalten 
| mg ccm | mm * «. mg 











Betain .......{ 1000! 1046 





0,5 | 746 20 | 028 

Asparagin. . . . . «| 100} 21,18 | 258 | 746 | 23 | 14,26 

Ammoniumsulfat. . «| 100 21,23 | 8,70) 746 | 23 | 95 

Pepton.......1 200) 2631 | 90 | 741 | 25 | 4,88 

Gelatine ..... .{ 1000! 120,30 | 215 | 746 | 25 | 11,73 
| 


Harnstoff ......] 100] 46,70 | 50,3 | 746 | 24 | 27,66 
Hydrazinsulfat. . . «| 100) 21,56 | 33,0 | 746 | 25 | 12,35 
Cinchonin. .... .] 100) 9,46 | 08 | 746 | 26 | 0,43 
Cocainchlorhydrat . .| 100| 383 | 04 | 744 | 26 0,22 








Nicotin .......{ 200; 34,56 | 10 746 | 26 0,54 
Piperin ...... | 100 4,92 | O05 | 742 25 0,27 


| 








| | 

Endlich blieb noch iibrig, zu erforschen, wie sich gewisse 
Stoffe, die frei von Stickstoff sind, bei der Bestimmung der Amino- 
siiuren verhalten. Es wurde einerseits die direkte Einwirkung von 
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Nitrosylchlorid auf die erwahnten Stoffe untersucht, andererseits 
eine Bestimmung von Aminosauren in ihrer Gegenwart ausge- 
fiihrt. Die Resultate waren folgende: 


























| Stick- Tem Diffe- 
Substanz | Aminosaure stoff- | Gas Dmek pera-| N 
| L renz 
| gehalt tur 
g mg mg cemimm °C.) mg mg 
{ 
2.5 Saccharose | — — 02,740, 25 | O11) — 
7 > 200 Asparagin {21,08 39,0744 23 21,54/-- 0,46 
10 . | 200 » 21,08 38,3,745, 24 21,07)— 0,01 
10 » 100 > 10,54 182.746 24 10,01}— 0,53 
10 100 Glutaminsiure | 9,52 17,8746 23 | 9,84|-+ 0,32 
10 > 200 , 19,04 34,0746, 22 18,90|— 0,14 
10 . 200 Leucin 21,48, 38,5:746, 22 21,40|/— 0,08 
10 100» 10,74 18,5'746) 24 |10,16|— 0,58 
1 Ameisensiiure _ — | 03/740! 20 | 017) — 
1 ’ 200 Glutaminsiiure {19,04 35,0744 25 (19,12|-- 0,08 
1 Milchséure | = — | 0,6\741) 26 | 0,30) — 
1 | 100 Leucin 10,74 19,2. 744 25 |10,46|— 0,28 
1 Oxalsaure | — — | 0,3/744| 23 | — -- 
1 | 200 Asparaginsiure]21,08 37,2,744 23 20,67|— 0,41 
1 Essigsaéure |  < . 
we: 200 Asparaginsdure]21,08 36,3744 23 20,01}— 1,07 
1 Milchsaéure ne RG 189 ie Hehe, Pie 
100 Glycocoll 18,70) 35,2 740, 23 (19,36 4- 0,66 
L Oxalséiure mae ee ee a ee pat 
‘ 100 Glutaminsaure | 9,54) 17.5744 26 | 9,52,— 0,02 
1 Ameisensiure | | 


Aus den angefiihrten Zahlen ist zu ersehen, dab die er- 
wiahnten Substanzen keinen nennenswerten Einfluf auf die 
Genauigkeit der Bestimmung haben. Es wird also moglich sein, 
nach dieser Methode die Aminoséuren bei den verschiedenen 
Reaktionen, ja selbst in den Zersetzungsprodukten des Eiweibes 
usw. zu verfolgen, und es eriibrigt nur noch, die Einwirkung 
von Nitrosylchlorid auf Hexonbasen, die bei der Hydrolyse 
ebenfalls entstehen, zu studieren. Ich will versuchen, diese 
Frage zu lésen, sobald das notwendige Material gewonnen sein 
wird. Auch ist noch notwendig, zu priifen, inwieweit sich 
diese Methode zur Bestimmung der Aminosiiuren in pflanzlichen 
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und tierischen Produkten, sowie in verschiedenen technischen 
Erzeugnissen eignet. 

Unterdessen ist es mir gelungen, diese Methode auf die 
Bestimmung von Aminosiéiuren im Harn anwendbar zu machen, 
woriiber in einer besonderen Arbeit «Kine chemisch-physio- 
logische Studie tiber Betain» (Berichte der bohm. Akademie, 
Bd. XIll, S. 22) berichtet wurde. 


Ergebnisse. 


In dieser Arbeit wurde nachgewiesen, da die von 
Tilden entdeckte Reaktion von Nitrosylchlorid auf Aminosiure 
zur quantitativen Bestimmung der letzteren verwendet werden 
kann. Es wurde ein Apparat beschrieben, welcher ein bequemes 
Auffangen, Reinigen und Messen des abgespaltenen Stickstoffes 
ermoglicht, und die geeignetsten Bedingungen aufgesucht, sowie 
der Einfluf{ verschiedener Stoffe auf die Genauigkeit der Be- 
stimmung geprift. 














Bemerkungen zur Fibringlobulinfrage und Erwiderung. 
Von 


W. Huiskamp. 


(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat Utrecht.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. September 1905.) 


Auf einige Bemerkungen Heubners!) zu meiner Arbeit 
«Zur Fibringlobulinfrage» ?) sei es mir erlaubt, in aller Kiirze 
hier zu antworten. 

Der erste Kinwand Heubners betrifft die Reinheit meiner 
Fibrinogenlésungen. Ich habe mich mit der einfachen Angabe, 
daB dieselben nach Hammarsten oder auch, dafi sie durch 
dreimalige Umfillung mit Kochsalz dargestellt wurden, begniigt. 
Mit Riicksicht auf die Bemerkungen Heubners scheint es mir 
indessen wiinschenswert, das befolgte Verfahren etwas niaher 
zu_beschreiben. 

Das in 1°%/oiges Kaliumoxalat aufgefangene Pferdeblut 
wird moglichst bald nach der Entnahme !/2 Stunde zentrifugiert, 
wodurch die Hauptmasse der roten und weifen Blutkorperchen 
entfernt wird; das jetzt noch nicht vollkommen klare Plasma 
wird abgehebert und zur weiteren Klarung fiir sich noch 
2—21/2 Stunden zentrifugiert. Durch die vorherige Entfernung 
der Hauptmasse der BlutkOrperchen wird erreicht, dal das 
Plasma mdoglichst kurz mit diesen Koérperchen in Beriihrung 
bleibt, wodurch ein Ubertritt von Ferment resp. Proferment 
nach Moglichkeit verhindert wird. Das jetzt vollstandig klare 
Plasma wird mit dem gleichen Volumen gesittigter kalkfreier 
Kochsalzlésung versetzt, wodurch ein gallertiger Niederschlag 
entsteht, welcher sich somit schon auferlich von Paraglobulin- 





) Diese Zeitschrift, Bd. XLV, S. 358. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 182. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVI. 
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niederschligen unterscheidet. Die Fliissigkeit mit dem Nieder- 
schlag wird 10—15 Minuten zentrifugiert, wodurch sich zwar 
nicht alles Fibrinogen am Boden der Zentrifugenrohrchen an- 
sammelt, indessen doch erreicht wird, dafi der gallertige Nieder- 
schlag sich soweit zusammenzieht, daB derselbe jetzt bequem 
herausgenommen und ausgepreBt werden kann. Der auf diese 
Weise moglichst gut von Fliissigkeit befreite Niederschlag wird 
mittels des anhéngenden Salzes in Wasser geldst. Es gelingt 
dann, ohne Verlust konzentrierte LOsungen mit nicht mehr als 
2—3°/o Salz darzustellen. Diese LOsung wird nochmals mit 
einem gleichen Volumen gesittigter Kochsalzlésung versetzt: 
der darauf entstandene Niederschlag ist so zahe, daB das Zentri- 
fugieren nicht mehr notig ist; nach einigen Augenblicken kann 
der Niederschlag z. b. mit einem Glasstabe soweit zusammen- 
gepreBbt werden, dafi derselbe zur weiteren Entfernung der 
Fliissigkeit aus dem Gefiif herausgenommen werden kann. Der 
Niederschlag wird wie oben mittels des anhangenden Salzes 
in Wasser geldst, welches regelmiBig ohne Verlust stattfindet; *) 
sehlieblich wird nochmals mit dem gleichen Volumen gesittigter 
Kochsalzlésung gefillt; nach der Losung dieses Niederschlages 
wird eine nicht mehr gelblich, sondern rein bliaulich opalisierende 
Losung erhalten, welche nach Filtration fiir die Versuche be- 
nutzt wurde. 

Der Kinwand Heubners kommt nun darauf hinaus, dab 
vor der ersten Fiillung mit Kochsalz das Plasma von mir nicht 
neutralisiert wurde; aus nicht neutralisiertem Blutplasma fiilt 
aber nach Heubner mit Kochsalz zuerst Paraglobulin und 
darauf erst Fibrinogen aus: ich hitte also seines Erachtens 
nur eine LOsung von Paraglobulin mit hOchstens etwas Fibrinogen 
darin erhalten k6nnen. 

Abgesehen davon, da die Fallungsverhiiltnisse des Fibri- 
nogens und Paraglobulins schon langst von Hammarsten zur 





') Dieses giinstige Resultat méchte ich vorzugsweise dem zu- 
schreiben, dafs die Blutkérperchen méglichst bald vom Plasma getrennt 
wurden und dafs dieses weiterhin bis zu einer vollstaéndig klaren Fliissig- 
keit zentrifugiert wurde. Wenigstens hatte ich beim nicht oder nicht 
geniigend Befolgen dieser Mafnahmen immer Verluste zu verzeichnen. 
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Klarheit gebracht worden sind, kann man sich durch folgenden 
einfachen Versuch, welchen ich selbstverstiandlich nicht als neu 
beschreiben will, von der Unrichtigkeit der Behauptung Heubners 
iiberzeugen. 

Falls die Meinung Heubners richtig ware, miibte man 
erwarten, dali, nachdem das Fibrinogen durch Gerinnung aus 
dem Plasma entfernt worden, das Paraglobulin, bei der Halb- 
siittigung des erhaltenen Serums mit Kochsalz ganz ebenso als 
beim Plasma ausfallen wiirde, denn die Alkaleszenz des Serums 
ist gewiB nicht geringer als beim Plasma. Fihrt man den 
Versuch mit Pferdeserum aus, so ergibt sich, daB die Fliissig- 
keit auch nach langerem Aufbewahren vollkommen klar bleibt; 
dasselbe gilt fiir Rinderserum. 

Was die Ausfallung des Fibrinogens anbelangt, so liegen 
im Vergleich mit Pferdeplasma die Verhiltnisse beim Rinder- 
plasma insofern etwas anders, als hier durch den einfachen 
Zusatz eines gleichen Volumens oder selb-t mehr gesiittigter 
Kochsalzlésung nur ein sehr geringer Niederschiag entsteht, 
welcher jedoch, wie die Untersuchung lehrt, jedenfalls zum 
groBten Teil aus Fibrinogen besteht. Durch vorherige Neutrali- 
sation des Plasmas laBt sich nun die Ausbeute vermehren und 
insofern kann die Heubnersche Modifikation als vorteilhaft 
betrachtet werden: allein fiir die Ansicht, da man mittels der 
Neutralisation auch reinere Priiparate als unter sonst gleichen 
Umstanden ohne Neutralisation erzielt, sehe ich keinen Grund. 
Der EinfluB der Neutralisation tritt ibrigens, wie auch Morawitz!) 
bemerkt, am Rinderplasma viel deutlicher hervor als beim Pferde. 
Tatsichlich fiillt das Pferdefibrinogen durch Halbsittigung mit 
Kochsalz so leicht aus, dafi zur Erzielung einer guten Ausbeute 
weiter keine besonderen MaBnahmen notig sind. 

Der zweite Einwand Heubners betrifft die Fallung der 
von mir benutzten Fibrinogenlésungen mit Fluornatrium. «Auch 
hier,» meint Heubner, «bleibt der Beweis zu erbringen, dab 
wirklich der ganze Niederschlag aus Fibrinogen bestand. » 

Dieser Beweis wird durch die Tatsache erbracht, dab 


') P. Morawitz, Beitrige zur Kenntnis der Blutgerinnung. Dtsch. 
Arch. f. Klin. Medizin, Bd. LXXIX. 
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Pferdeserum vollkommen klar bleibt, falls es mit dem doppelten 
Volumen gesattigter Fluornatriumlésung, also einer der Fillung 
des Fibrinogens entsprechenden Menge versetzt wird. Alle 
Substanzen, welche neben dem Fibrinogen im Blutplasma vor- 
kommen, bleiben demnach beim Zusatz von NaFl geldst, und 
diejenige Substanz, welche im Blutplasma dadurch ausfiillt, ist 
eben das Fibrinogen; iiberdies mu8 hierbei in Betracht gezogen 
werden, dafi die Fallung mit NaF! in den von mir angefiihrten 
Versuchen niemals unmittelbar aus Blutplasma geschah, sondern 
immer aus Fibrinogenlésungen, welche auf die oben beschriebene 
Weise bereitet waren. Ich méchte hier, ohne in Einzelheiten 
zu treten, noch die allgemeine Bemerkung hinzufiigen, daf} eine 
etwaige Verunreinigung des mit NaF] gefallten Fibrinogens die 
damit von mir erhaltenen Resultate in ungiinstigem Sinne be- 
einflussen wiirde und dali demnach, falls meine Resultate etwa 
mit verunreinigtem Fibrinogen erhalten worden waren, gleich 
giinstige Resultate a fortiori mit reinem Fibrinogen zu erzielen 
sein wirden. 

Schlieblich wendet sich Heubner gegen die Art, wie ich 
das Fibrinogen in einigen meiner Versuche zur Koagulation 
gebracht habe: er findet den von mir dabei verwendeten Salz- 
gehalt von 4°/o fiir das Erhalten richtiger Resultate zu hoch 
und meint, dieser Salzgehalt konne den Koagulationsgrad, das 
Mitausfallen usw. wesentlich modifizieren. Ich vermag_ nicht 
einzusehen, da’ ein Salzgehalt von 4°/o in diesem Falle so 
besonders hoch ist. Es wiirde, falls tiberhaupt von einem wesent- 
lichen Modifizieren des Koagulationsgrads usw. innerhalb der 
engen Grenzen von z. B. 1—4°/o Salz die Rede sein kann, 
der bei einem Salzgehalt von 4°/o gemachte Fehler schon be- 
sonders erheblich sein miissen, bevor sich an den von mir erhaltenen 
Resultaten im wesentlichen etwas iindern wiirde. Uberdies wire 
erst zu beweisen, daf in diesem Falle tiberhaupt ein sehr geringer 
Salzgehalt den Vorzug verdient hatte. Zu bemerken ist weiter 
noch, da die Versuche, um welche es sich hier handelt, Pa- 
rallelversuche waren, wobei immer dieselbe Salzkonzentration 
von 4°/9 verwendet wurde und wobei es weniger auf die absoluten 
Mengen Fibrinogen und Fibringlobulin als vielmehr auf eine Ver- 
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gleichung des Verhaltnisses Fibringlobulin Fibrinogen in den 
verschiedenen Fallen ankam. 

Es ist zu betonen, dafB, abgesehen von der Meinungsver- 
schiedenheit, hinsichtlich der Bereitungsweise des Fibrinogens 
die Versuchsresultate, welche Heubner in seiner Arbeit tiber 
«die Spaltung des Fibrinogens bei der Fibringerinnung»*) er- 
halten hat, mit den Schliissen, welche ich auf Grund der Ver- 
suchsresultate in meiner schon erwahnten Arbeit gezogen habe, 
vorziiglich tibereinstimmen. Ich werde das im folgenden etwas 
niiher beleuchten. 

Auf Grund meiner Untersuchungen bin ich zu dem SchluB 
gekommen, dai das Fibrinogen im Blutplasma eine Ver- 
bindung von Fibringlobulin mit der eigentlich gerinnenden 
Substanz (Fibrinogen in engerem Sinne) darstellt. Es muBte 
dann weiter angenommen werden, dali diese Verbindung zu 
einem allerdings nicht sehr grofen Teil hydrolytisch gespalten 
ist; es ergab sich noch, daf diese Spaltung, welche schon von 
Wasser eingeleitet wird, durch sehr geringe Mengen Alkali be- 
deutend gesteigert wird. ‘Tritt im Blutplasma Gerinnung ein, 
so bleibt nach meiner Ansicht derjenige Teil des Fibringlobulins, 
welcher im Plasma hydrolytisch abgespalten war, in Lésung, 
wiihrend der am Fibrinogen gebundene Teil auch nach der 
Gerinnung am Fibrin gebunden bleibt. Das Fibrin enthalt dem- 
nach an sich gebunden eine gewisse Menge Fibringlobulin, welche 
indessen schon durch sehr schwaches Alkali, nicht aber oder 
nur spurenweise z. B. durch verdiinnte KochsalzlOsung abzu- 
spalten sein wiirde. Tatsichlich fand nun Heubner, daB aus 
dem von ihm aus Blutplasma dargesteliten Fibrin mit sehr ver- 
diinntem Ammoniak, nicht aber durch 10°/oige Kochsalzlisung 
ein Kiweifkorper ausgezogen werden konnte, welcher durch 
Erhitzen koaguliert und durch Siattigung mit MgSO, ausgesalzen 
wurde; leider hat Heubner die weitere Natur dieses Koérpers 
nicht feststellen kénnen. Zu bemerken ist noch, daB diese 
Substanz nicht etwa durch das Ammoniak geléstes Fibrin war: 
es zeigte sich namlich, dai, falls das Fibrin geniigend lange z. B. 
mit 0,02°/oigem Ammoniak ausgezogen worden war, in den 





‘) Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol., Bd. XLIX, S. 229. 
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weiteren Ausziigen kein Eiweifi mehr aufzufinden war, selbst 
nicht, falls eine viel starkere Ammoniaklésung benutzt wurde. 

Auch die iibrigen Versuche Heubners, wodurch gezeigt 
wurde, daf, wenn man dem Plasma vorher eine ganz geringe 
Menge Ammoniak zusetzt, der erwiihnte EiweifBkorper nicht 
oder wenigstens nur in geringerer Menge aus dem entstandenen 
Koagulum mittels verdiinntem Ammoniak zu erhalten ist, stehen 
mit meiner Anschauung sehr gut im Einklang. Die Abspaltung 
des Fibringlobulins ist hier durch die Anwesenheit des Am- 
moniaks schon im Plasma wesentlich gesteigert, welches zur 
Folge hat, dab sich im Fibrin nichts oder jedenfalls weniger 
von dieser Substanz vorfindet. 

Gegen die von Schmiedeberg aufgestellte Formel fiir 
die Fibringerinnung wurde von Hammarsten der Einwand 
erhoben, dai nach dieser Formel die Menge des Fibringlobulins 
im Vergleich mit derjenigen des gebrauchten Fibrinogens viel 
grofer sein miibte, als tatsiichlich von Hammarsten selbst 
gefunden worden war. Am Schlusse seiner Arbeit fiihrt Heubner 
einige Versuche an, worin er die theoretische durch die Schmiede- 
bergsche Formel geforderte Menge Fibringlobulin auch wirklich 
gefunden haben soll. Ein derartiger Befund, welcher darauf 
hinauskommt, dal die Mengen des aus dem Fibrinogen erhaltenen 
Fibrins und Fibringlobulins einander ungefahr gleich sind, spricht 
sehr fiir die Anschauung, daf im Plasma auf jedes Molekiil 
Fibrinogen ein Molekiil Fibringlobulin von ungefahr derselben 
Molekulargr6éBe vorhanden ist; allein der Befund sagt nichts 
aus iiber die Weise, wie das Fibrinogen in Fibrin umgewandelt 
wird: im besonderen geht daraus keinesfalls unmittelbar hervor, 
(wie es Heubner auch nicht behaupten will), dab das wesent- 
liche bei der Gerinnung in einer Abspaltung des Fibringlobulins 
besteht. Nach meiner Anschauung ist nicht die Abspaltung des 
Fibringlobulins, sondern eine Anderung im Fibrinogenmolekiil 
selbst die Ursache der Gerinnung, und diese Anschauung kann 
auch ganz gut mit dem Befund, dafi die Mengen des Fibrin- 
globulins und Fibrins!) einander ungefiihr gleich sind, in Ein- 

‘) Gemeint wird selbstverstaéndlich das reine Fibrin, also ohne etwa 
daran gebundenes Fibringlobulin. 
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klang gebracht werden. Nur will ich betonen, daf, falls etwa 
durch spitere Untersuchungen doch ein Uberwiegen der Fibrin- 
menge tiber die Menge des Fibringlobulins festgestellt werden 
sollte, ein derartiger Befund sich auch mit meiner Anschauung 
vertriigt, eben weil nach dieser Anschauung das wesentliche 
der Gerinnung nicht in der Abspaltung des Fibringlobulins be- 
steht und daher die Existenz von Fibrinogenmolekiilen, welche 
kein Fibringlobulinmolekiil an sich gebunden enthalten, moéglich 
bleibt. 

Einen deutlichen Hinweis aber gegen die Meinung, dab 
die einfache hydrolytische Abspaltung des Fibringlobulins das 
Wesentliche bei der Gerinnung sei, erblicke ich in dem von 
mir gemachten Befund, dai sich das Fibringlobulin mittels 
schwach alkalischer Fluornatriumldsung wenigstens zum grOften 
Teil aus dem Fibrinogen entfernen laBt, ohne dai der zuriick- 
bleibende Korper Fibrin ist; es resultiert vielmehr ein léslicher 
Korper, welcher mittels Fibrinferment durch eine bisher unbe- 
kannte Anderung in seinem Molekiil in Fibrin umgewandelt 
werden kann. 








Uber das Cholinperjodid und die quantitative Fallung von Cholin 
durch Kaliumtrijodid. 
Von 


Viadimir Stanék. ') 


(Aus dem Laboratorium der Untersuchungsstation fiir Zuckerindustrie in Prag.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20, September 1905.) 


In meiner Arbeit?) iiber die quantitative Fallung von Betain 
in den Produkten der Zuckerindustrie habe ich einen weiteren 
Bericht tiber die Bestimmung von Cholin in Aussicht gestellt. 
Die Fallung von Cholin durch Jodjodkalium wird in der Literatur *) 
oft als qualitative Reaktion angefiihrt. Der entstandene Nieder- 
schlag wird als braune Masse oder als metallisch glanzendes 
Ol oder endlich griine kristallische Substanz beschrieben. 
Gries und Harrow?) halten diesen Niederschlag fiir das 
Perjodid des Cholins. Ich fand indes in der mir zugianglichen 
Literatur keine nahere Angabe tiber die Zusammensetzung des 
erwahnten Perjodids. 

Ich versuchte in der vorliegenden Arbeit die Zusammen- 
setzung des Cholinperjodids zu erforschen und auf seiner Un- 
loslichkeit eine Bestimmungsmethode, wie bei Betain, zu griinden. 

Als Ausgangsmaterial diente mir Cholinchlorhydrat, welches 
nach Wiirtz5) durch 24stiindiges Erwarmen einer Mischung 
von Trimethylamin und Monochlorathylalkohol auf 100° erhalten 
wird, nach der Gleichung: 


N(CH,), -- CH,Cl OH = C,H,,NO- HCl. 





') Vorgelegt der bbhm. Akademie am 2. Mai 1905. 

*) Listy cukrovarnické 1905, S. 193, 

8) Brieger, Die Ptomaine, Bd. I, S. 38; Kippenberger, Z. fir 
Unters. d. Nahr.- und Genufmittel, 1898, S. 602; Lecco, Chem. Ztg., 
1898, 22, 159; Gulewitsch, Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, S. 513 usw. 
*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XVUI, S. 717. 
°) Liebigs Ann., Supplem., Bd. VI, S. 116. 
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Das entstandene Chlorhydrat wurde durch Uberfiihrung 
in eine Doppelverbindung mit Quecksilberchlorid und Umkristal- 
lisieren gereinigt. Nach dem Zersetzen durch Schwefelwasser- 
stoff und Eindampfen wurde reines Cholinchlorhydrat erzielt, 
das als Platinchloridverbindung identifiziert wurde. Schon bei 
den Vorversuchen tiber die Bildung des Cholinperjodids habe 
ich beobachtet, dafi verschiedene Perjodide entstehen, je nach- 
dem Jodjodkalium oder Cholinchlorhydrat im Uberschusse ist. 
In beiden Fallen entsteht erst ein brauner Niederschlag, der 
sich rasch absetzt und zwar im ersten Falle als schwarzes, 
eriinschillerndes Ol, im zweiten in Form von griinen, metallisch 
gliinzenden Nadeln. Beide Praparate wurden in gréferer Menge 
hergestellt und analysiert. 

a) Die Losung von Cholinchlorhydrat wurde in eine ge- 
sittigte L6sung von Jod in 15°/oiger Jodkaliumlésung eintropfen 
gelassen; es entstand ein brauner, voluminoser Niederschlag, der 
sich in wenigen Minuten in griine Kristéllchen umwandelte. 
Diese wurden abgesaugt, mit Wasser gewaschen und auf einem 
pordsen Teller getrocknet. Sie wiesen die folgende Zusammen- 
setzung auf: 


I. I]. 
Jodhydrat des Cholins 18,09°/o 18,63° 0 
Perjodidjod 81,920 80,09 9/0 


Die Zusammensetzung entspricht einem Cholinenneajodid 
C.H,,NOJ-J,, das theoretisch enthalt an 
Cholinjodhydrat 18,54°/o 
Perjodidjod 81,46 °/o 
~ 100,00°%Jo 
Das Enneajodid des Cholins kristallisiert in glanzenden, 
griunen Nidelchen, die in Wasser unléslich, sich in Alkohol 
sowle in konzentrierter Jodkaliumlésung sehr leicht auflésen. 
An der Luft verliert es Jod und geht in ein schwarzes metallisch 
glinzendes Ol iiber. Desgleichen tritt ein in Lisungen, die Jod 
verbrauchcn, wie unterschwefelsaures und arsenigsaures Natron; 
auch durch Kochen in Wasser geht Jod verloren und es bildet 
sich Cholinjodhydrat. 
b) Dieselbe Losung von Jodjodkalium, wie sub a, wurde 
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in die wasserige LOsung des Cholinchlorhydrates, das im grofen 
Uberschu8 vorhanden war, eingetropft. Der entstandene braune 
Niederschlag, der rasch in ein schwarzes, griinlich schillerndes 
Ol iiberging, hatte die Zusammensetzung: 


I. II. Ill. 
Cholinjodhydrat = 32,04°/o 27,13 °/o 30,16 °/o 
Perjodidjod 67 93 °/o 70,28 °/o ve 
99,97 Jo 97.81 %Jo 


Dem Pentajodid des Cholins wiirde folgende theoretische 

Zusammensetzung entsprechen: 
Cholinjodhydrat  31,30°/o 
Perjodidjod 68,70°/o 
~ 100,009» 

Das Olige Perjodid des Cholins ist stark metallisch glanzend, 
griinlichschwarz, in Wasser unloslich, l6slich in Alkohol und 
In Kaliumjodidlésungen. In Bertihrung mit pulverigem Jod oder 
mit Kaliumtrijodidldsung geht es in das griine, kristallinische 
Enneajodid iiber. 


Die quantitative Fillung des Cholins durch Kalium- 
trijodid. 


Zum Fiallen von Cholin wurde bis jetzt hauptsichlich 
Quecksilberchlorid in alkoholischer Losung verwendet,!) sodann 
Doppelsalze von Jodkalium und Jodquecksilber oder Jodwismut?) 
oder endlich die Phosphorwolframsaéure (Schulze).3) Nur in 
einem Falle fand ich die Unldslichkeit des Cholinperjodids aus- 
geniitzt, namlich in der Arbeit von P. Griesse und Harow,‘) 
die zur Darstellung von Cholin aus Hopfen den Extrakt des- 
selben mittels einer Lésung von Jod in Jodwasserstoff fillen. 
Nach Gulewitsch (I. c¢.) liefert Cholin mit Jodjodkalium einen 
Niederschlag noch bei einer Verdiinnung 1: 20000. Ich glaubte 
nun, dal es modglich sein kénnte, diese Reaktion zu quanti- 
tativen Bestimmung des Cholins zu verwenden. 

') Brieger, Die Ptomaine, Bd. Il, 8.55; Schulze, Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges., Bd. XXII, S. 1827 usw. 

*) Jahns, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XVIII, 5. 2519. 
‘) Landw. Versuchsstation, 1904, S. 344. 
*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XVIII, 5. 707. 
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Die Lésungen von Cholin wurden mit Kaliumtrijodid 
(153 g Jod, 100 g Kaliumjodid und 200 g Wasser) in schwach 
saurer Losung gefallt, solange sich ein Niederschlag bildete. 
Nach etwa 6 Stunden wurde das ausgeschiedene Perjodid in 
einen Goochtiegel, in welchem sich ein Filtrierscheibehen be- 
fand, filtriert, 5mal mit je 5 ccm Wasser gewaschen, in den 
Verbrennungskolben gespiilt und nach Kjeldahl verbrannt. 
Es entsprechen: 

1 com ®/10-H,SO, : 1,404 mg Stickstoff = 12,119 mg Cholin. 

In der eben beschriebenen Weise wurde die Bestimmung 
von Cholin in verschiedenen Lésungen ausgefiihrt und ergab 
folgende Resultate : 








| Gefunden Differenz 





Lisung | Cholin n/10o-H,SO, Cholin Cholin Gefunden 
ccm | mg ccm | mg mg | %/o 
50 50,3 | 44 | 49,7 06 | 988 
50 23©| «+1007 | 88 10,6 = — O00 | 99.9 
200 «| «2014 =|) 162 =|) 196.3 — te | oe 
M | 402.8 | 31,7, | 384,0 —188 | 96,0 
50 | 503,5 | 41 | 4981 | — 54 | 989 
50 | 201k =| 1650 | 1995 | — 19 | 99,8 
50 | 100.7 | 84 — 1018 § + 11 | 101,7 


| | 

Aus den Zahlen der Tabelle ist ersichtlich, daB man Cholin 
fast quantitativ fallen kann. 

Es blieb noch iibrig, den Nachweis zu erbringen, welchen 
Einflu8 auf die Fiéllung von Cholin die Verdiinnung ausiibt, 
sodann wie ein Uberschu8 des Reagens, die Gegenwart von 
Salzen, Zucker- und organischen Siéuren etc. wirkt. 

Die Resultate der Versuche, die zu diesem Zwecke aus- 
gefiihrt wurden, sind in den folgenden Tabellen enthalten. 

Aus der Tabelle I ist zu ersehen, daf gréBere Verdiin- 
nung infolge der hydrolytischen Spaltung und der Léslichkeit 
des Niederschlages ungiinstig auf das Resultat wirkt und dab 
ein unbedeutender Uberschu8 des Reagens die Genauigkeit der 
Bestimmung nicht beeintriichtigt, ein allzugrofer, jedoch wegen 
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der Loslichkeit des Niederschlages in Kaliumjodidlésungen zu 
vermeiden ist. 


I. Einflu8 der Verdiinnung und der Menge der Reagens. 

















' Volumen | Volumen | | @efanden| Differenz | 
Cholin | — des | 8/10-H,SO,) Colin Cholin | Gefunden 

| Lésung Reagens | | | 
mg | cem | cem | ecm mg | mg | 9! 
251,8 | 95 10 | 20,4 2445 | — 7,3 | 97,1 
201 4 50 10 | 16,5 19,5 — 19 | 993 
251,8 100 10 | 196 237,5 | —143 | 942 
251.8 100 10 19,7 238,7 —13,1 | 948 
251,8 200 10 19,2 2326 —192 | 923 
251,8 300 10 18,6 2254 | —264 | 894 
204.2 | 50 20 16,0 1948 | —10,4 | 99.4 
204.2 | 50 20 16,5 1988 | — 64 | 973 








Il. EinfluB fremder Substanzen. 


Angewendet & 251,8 mg Cholin und 10 cem des Fallungs- 
mittels. 

















Substanz und Menge — Io-H.SO Gefunden | Differenz cites 
oy n - ; ° ° 2 
derselben I — io. Cheln | Chon (OO 
4OSUNg 
in g } ecm | ecm mg | mg %/o 
5 Saecharose . . | 5O | 20,0 242 4 — 94 | 922 
5 , ..| 2 | 2 2465 | — 53 | 97,6 
10 Na,SO,....] 50 | 205 249,5 | — 23 | 98,0 
SS ee 50 20,0 242.8 — 9,0 96,0 
2 Zitronensdure | 
2 Milchsdure 50 =|) 19,6 237,5 — 14,3 94,2 
2 Oxalsiure | 
| 
10 Saccharose \ P ; - ' 
7 ’ 18) 2 2 oa er cf ‘ ° 
10 NaC] , 0,4 47,2 4.6 98,1 
f 











Aus der Tabelle ist zu ersehen, daB Zucker und die an- 
gefiihrten Salze die Fallung nicht besonders beeintrachtigen, 
Siiuren jedoch schiidlich wirken, indem sie wahrscheinlich das 
Cholinjodhydrat zum Teil zersetzen. Es sind also zur Fallung 
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moglichst konzentrierte und fast neutrale Lésungen zu_ver- 
wenden. 

Die Bestimmung des Cholins mittels Kaliumtrijodid hat 
gegeniiber anderen Methoden den Vorteil, dai sie ziemlich 
rasch ist, indem sie nur ca. 6 Stunden zur vollstiandigen 
Fallung bendtigt, wahrend das Fallen durch Quecksilberchlorid 
oft mehrere Wochen in Anspruch nimmt. <AufSerdem fillt das 
Kaliumtrijodid auch Kaliumsalze, Ammoniumsalze und Hexon- 
basen nicht, die durch die Phosphorwolframsiiure und auch 
die komplexen Jodide von Quecksilber und Wismut mit abge- 
schieden werden. Man wird also die beschriebene Methode 
mit Vorteil zur Isolierung und Bestimmung von Cholin in pflanz- 
lichen und tierischen Stoffen verwenden kénnen. 

Das Perjodid kann in das Chlorhydrat auf folgende Weise 
iibergefihrt werden. Das gewaschene Perjodid wird in eine 
Schale gebracht, mit Wasser iibergossen und solange molekulares 
Kupfer (dargestellt nach der Methode von Stolba durch Fallen 
einer Losung von Kupfervitriol und Zinkvitriol durch Zink- 
blech) zugesetzt, bis der Niederschlag eine lichte Farbe an- 
nimmt und der Jodgeruch verschwindet. Dann setzt man Kupfer- 
chlorid zu und kocht auf. Der Jodwasserstoff reagiert nach 
der Gleichung : 

4 HJ +- 2 CuCl, = Cu,J, +- J, + 4 HCl 
mit dem Kupferchlorid und das freigewordene Jod verbindet 
sich mit dem tiberschiissigen Kupfer. Das gebildete Kupfer- 
jodiir und Chloriir scheidet sich zum gréften Teile aus und 
wird abfiltriert; der in der Loésung verbleibende Rest von 
Kupfer wird durch Schwefelwasserstoff entfernt. 

In den Pflanzen tritt Cholin oft in Begleitung von Betain 
auf. Ihre Trennung wurde bis jetzt durch wiederholtes Extrahieren 
der Chlorhydrate mit absolutem Alkohol, in welchem das Chlor- 
hydrat des Betains fast unldslich ist, zu erzielen gesucht. Es 
ist mir nun gelungen, eine quantitative Methode zur Trennung 
beider Stoffe aufzufinden, woriiber ich demniichst einen Bericht 
voriegen werde. 











Uber die Wirkungsweise von Salzsdure und Pepsin bei der 
EiweiBverdauung. 
Von 
H. Leo in Bonn. 


(Aus der medizinischen Universititspoliklinik in Bonn.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. September 1905.) 


Bringt man Fibrin in eine HCl-Losung, so zieht es be- 
kanntlich schon bei gewohnlicher Temperatur die HCI an sich, 
und man kann durch Zufiigen von reichlich Fibrin zu_ver- 
diinnter HCl die letztere vollig extrahieren, sodab die Fliissig- 
keit neutrale Reaktion annimmt, wiahrend das aufgequollene 
Fibrin stark sauer reagiert. Diese sauere Reaktion des auf- 
gequollenen Fibrins wird bedingt durch eine chemische Ver- 
bindung von Fibrin und HCl. Das ergibt sich aus dem nega- 
tiven Ausfall der Giinzburgschen und der Kongo-Reaktion 
sowie daraus, daB man das mit HCl beladene Fibrin energisch 
mit Wasser abspilen kann, ohne da es seine sauere Reaktion 
einbiibt und ohne dab die Spilfliissigkeit bemerkenswerte Mengen 
von Siiure aufnimmt. *) 

Sehr anschaulich Jaft sich dies Verhalten in folgender Weise de- 
monstrieren. Man nimmt eine Schicht von mehreren Fliefpapierstreifen, 
in deren Mitte ein Streifen blauen Lakmuspapiers sich befindet. Obenauf 
legt man ebenfalls einen Lakmusstreifen, Preft man nun auf diesen oberen 
Lakmusstreifen das mit H,O angefeuchtete mit HCl beladene Fibrin, so 
tritt Rétung des Lakmus durch das Fibrin ein. Der in der Mitte liegende 
Lakmusstreifen wird aber durch die das Fliefpapier durchdringende 
Fliissigkeit nur angefeuchtet, ohne seine blaue Farbe zu verlieren. 

Ich hatte die Absicht, diese Eigenschaft des Fibrins zum 
Nachweis kleiner Mengen von HCl im Mageninhalt (analog der 

‘) Geringfiigige Sduremengen werden allerdings zumal bei langerer 
Kinwirkung von Wasser, offenbar infolge von Dissoziation, von diesem 
aufgenommen. 
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auf der fermentabsorbierenden Fiihigkeit des Fibrins beruhenden 
Methode zum Nachweis kleiner Pepsinmengen) in der Weise 
za benutzen, dab ich eine Fibrinflocke in der HCl-Lésung resp. 
dem Mageninhalt sich mit HCl beladen und nach dem Abspiilen 
mit Wasser der verdauenden Wirkung einer wiisserigen Pepsin- 
ljsung aussetzen lassen wollte. Denn ich glaubte, und in dem 
Sinne sprachen auch die Angaben in der Literatur, daB die 
aufgequollene HCl-EiweiBverbindung besonders gut betahigt sei, 
durch Pepsin verdaut zu werden. 

Es zeigte sich jedoch bei den Versuchen, die ich mit 
wiisserigen HCl-Loésungen von verschiedenem Gehalt anstellte, 
dai eine in der beschriebenen Weise behandelte Fibrinflocke 
in einer wasserigen Pepsinlésung, die nattirlich keine HCI ent- 
halten darf,!) selbst nach mehrstiindigem Aufenthalt im Brut- 
ofen anscheinend vollig unverdandert bleibt. Selbst nach 24stiin- 
digem Aufenthalt im Brutofen ist, wenn nicht schon Féulnis 
eingetreten, keine wesentliche Verkleinerung der Fibrinflocke 
zu sehen. Preft man die Fibrinflocke nach Absptlen mit Wasser 
auf blaues Lakmuspapier, so tritt ebenso wie vorher deutliche 
rote Farbung des Lakmus ein. Die HCl-Fibrinverbindung ist 
also der Pepsinwirkung gegeniiber resistent geblieben. 

Eine geringfligige Peptonisierung des Fibrins macht sich 
allerdings trotzdem bei mehrstiindigem Aufenthalt im Brutofen 
und bei Verwendung einer gréferen Fibrinmenge bemerkbar, 
indem die Pepsinlésung bei Anwendung einer sehr verdiinnten 
alkalischen CuSO,-Lésung mit Glycerin?) schwache, aber deut- 
liche Biuretreaktion gibt. Daf es sich hierbei nur um eine hodchst 
geringfiigige Peptonisierung handelt, ergibt sich daraus, daf die 
Fliissigkeit neutral reagiert oder hOchstens eine ganz niedrige 





‘) Zu allen Versuchen wurde das auferordentlich wirksame Pep- 
sinum siccum puriss. (Griibler) benutzt. Das von mir verwandte Pri- 
parat reagiert neutral, gibt keine Biuretreaktion und triibt sich nicht 
merklich beim Kochen. Ich erwihne dies besonders, weil ein spiiter von 
derselben Firma bezogenes Priparat sauer reagierte und starke Biuret- 
reaktion gab, auch beim Kochen einen betrichtlichen Niederschlag von 
Kiweify ausfallen lief. 

*) Leo, Diagnostik der Krankheiten der Bauchorgane, Berlin 1895, 
ll. Aufl., S. 438. 
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Aciditét zeigt, sowie daB sie bei Zufiigung von AgNO, klar 
bleibt oder héchstens ganz schwach opalesziert. Die geringe 
Peptonisierung, um die es sich hier handelt, ist jedenfalls auf 
eine Dissoziation eines kleinen Teils des HCl-Fibrins zuriick- 
zufiihren (siehe oben), wihrend der bei weitem iiberwiegende 
Teil desselben unveriindert bleibt. 

Fiigt man zu der Verdauungsprobe weitere Salzsaure, so 
tritt sofort Peptonisierung des Fibrins ein, wodurch bewiesen 
wird, daf} das Pepsin wirksam gewesen. 

Nimmt man das Fibrin aus der PepsinlOsung, wascht es 
mit Wasser griindlich ab und bringt es nun in verdiinnte HC], 
so wird es ebenfalls verdaut. Die HCl-Verbindung des Fibrins 
war also in der Pepsinlésung zwar nicht peptonisiert worden, 
sie hatte sich darin aber, ebenso wie es das nicht mit HCl 
verbundene Fibrin tut, mit Pepsin zu einer festen Verbindung 
beladen. Erst als ein Uberschu8 an HCl auf das mit HC! und 
Pepsin beladene Fibrin einwirkte, erfolgte die Losung. 

Aus den mitgeteilten Beobachtungen geht also hervor, 
dali die mit dem Fibrin ohne Vermittlung des Pepsins bei ge- 
wohnlicher Temperatur gebildete HCl-Verbindung nicht geeignet 
ist, das Pepsin so anzuketten, dafs es seine peptonisierende 
Wirkung auf das Fibrin entfalten kann. Diese Wirkung erfolgt, 
abgesehen von der durch Dissoziation des HCl-Fibrins auf- 
tretenden geringfiigigen Peptonisierung, erst dann, wenn tber- 
schiissige HCl] hinzugefiigt wird d. h. mehr HCl, als durch das 
Fibrin allein ohne Beihilfe des Pepsins gebunden werden kann. 

Es dringte sich weiter die Frage auf, ob diese direkte 
ohne Mitwirkung des Pepsins erfolgende Bindung der HCI mit 
dem Fibrin tiberhaupt notwendig ist fiir die Peptonisation, d. h. 
ob sie auch dann immer sich bildet, wenn man zuerst das 
Pepsin und dann die HCl auf das Fibrin einwirken [abt. 

Zur Entscheidung dieser Frage war es zuniachst erforder- 
lich, diejenige HCl-Menge zu bestimmen, welche von einer genau 
abgewogenen Fibrinmenge ohne Beihilfe des Pepsins bei ge- 
wohnlicher Temperatur gebunden werden kann. Diese HCl- 
Menge war dann mit der gleichen Fibrinmenge der Bruttem- 
peratur auszusetzen, nachdem das Fibrin vor dem HCl-Zusatz 
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mit einer Pepsinldsung zur Absorption gestanden, sich also mit 
Pepsin beladen hatte und hierauf mit Wasser abgewaschen 
worden war. 

Das Fibrin wurde in verschiedener Form angewandt, teils roh 
teils gekocht und nur mit Fliebpapier getrocknet, ferner getrocknet 
und danach pulverisiert. In einigen Versuchen wandte ich auch 
Hiihnereiweib an. Um die vom Fibrin absorbierte HCl-Menge 
zu bestimmen, ging ich in verschiedener Weise vor, fand aber 
schlieBblich die folgende Methode am brauchbarsten. Das genau 
abgewogene Fibrin wurde mit einer abgemessenen Menge !/10- 
HCl-Loésung versetzt und damit bis zu 24 Stunden stehen ge- 
lassen. Hierauf wurde die tiberstehende Fliissigkeit abgegossen 
und das aufgequollene und immer mehr aufquillende Fibrin mit 
einer abgemessenen Menge H,O0 abgewaschen, bis das letzte 
Spiilwasser neutral reagierte. Das gesamte Spiilwasser wurde 
nun zusammengegossen und mit '/10-NOH titriert. Die Differenz 
zwischen der Anfangs zugefiigten und der im Spiilwasser ge- 
fundenen Aciditaét ergab die von dem Fibrin gebundene HCl. 

Die gleiche Menge Fibrin wurde nunmehr mit einer wirk- 
samen PepsinlOsung mehrere Stunden zur Absorption auf- 
gestellt, hierauf das Pepsin abgegossen und meist noch mit 
H,O abgespilt und darauf mit der oben bestimmten Menge 
140-HCI in den Brutofen gestellt. 

Es zeigte sich hier, daB besonders bei Anwendung von 
rohem Fibrin sehr leicht LOsung eintrat, wenn die zugefiigte 
HCl-Menge nur um ein weniges zu groB war. Wenn man aber 
in der Zufiigung der HCl vorsichtig war und lieber etwas 
weniger nahm, als durch den Vorversuch festgestellt war, so 
blieb eine ohne weiteres nachweisbare Lésung aus. Biuret- 
reaktion war freilich auch hier fast immer in der Fliissigkeit 
nachweisbar, zuweilen reagierte sie auch ganz schwach sauer, 
in der Regel aber neutral. Offenbar ist die hierdurch sich 
dokumentierende geringe Peptonisierung auch auf eine partielle 
Dissoziation des gebildeten HCl-Fibrins zuriickzufiihren. 

Das ungeléste Fibrin verhielt sich stets, selbst nach 
grundiichstem Auswaschen, ebenso wie das nicht mit Pepsin 
vorbehandelte, d. h. es farbte blaues Lakmuspapier beim Auf- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVI. 19 
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pressen intensiv rot. Dab diese saure Reaktion in der Tat 
durch eine Verbindung des Fibrins mit HCl bedingt war, ergab 
sich daraus, daf} die Verdauungsfliissigkeit so gut wie frei von 
Cl war. Beim Zufiigen von AgNO, trat entweder gar keine 
Veriinderung, oder héchstens ganz schwache Opaleszenz der 
Fliissigkeit ein. 

E's ergibt sich also, daB auch das mit Pepsin vorbehandelte 
Fibrin die zugeftigte HCl zunichst in einer Weise an sich kettet, 
die nicht geeignet ist, bei Abwesenheit von tiberschiissiger 
HC] eine Peptonisierung zu bewirken. 

Was die Menge HCl! betrifft, welche von dem Fibrin ohne Beihilfe 
des Pepsins gebunden werden kann, so ist sie nicht grof. Es binden 
durchschnittlich: 

1 g rohes nur mit Fliefpapier getrocknetes Fibrin 1,4 ccm '/10-HCl 
= 0,005 g HCI. 

1 g rohes bei 37° wihrend mehrerer Tage getrocknetes und dann 

pulverisiertes Fibrin 1,0 ccm ‘/10-HCl == 0,00365 g Hh. 

1 ¢ gekochtes nur mit Fliefpapier getrocknetes Fibrin 2,5 ccm '/10-HC] 
= 0,009 ¢ HCL. 

1 g gekochtes bei 37° getrocknetes und gepulvertes Fibrin 3,1 ccm 

Vyo-HCl == 0,013 g HCI. 

Fassen wir das Resultat meiner Untersuchungen zusammen, 
so ergibt sich, dal das Fibrin in zweifacher Weise mit HCI in 
Reaktion tritt. Die eine Weise besteht darin, dab sich das 
Fibrin mit der HCl zu der bekannten, verhiltnismaBig festen, 
gallertig-glasigen Verbindung vereinigt, welche durch blobes 
Abspiilen mit H,O nicht in bemerkenswerter Weise getrennt 
wird und welche deutlich sauren Charakter hat, indem sie 
Lakmus rotet und CaCO, neutralisiert, waihrend sie Ginzburgs 
Reagens und Kongorot nicht verandert. 

Diese Verbindung ist stets das erste Produkt, welches 
entsteht, wenn man HCI mit Fibrin bei gewohnlicher Temperatur 
zusammenbringt, gleichgiiltig ob Pepsin zugegen ist oder nicht. 
Sie mu8 also erst gebildet sein, ehe das Pepsin seine losende 
Wirkung entfalten kann. Sie ist jedoch selbst nicht imstande, 
das Pepsin derartig zu verketten, daB eine Peptonisierung erfolgt. 

Um diese zu ermdglichen, ist das Vorhandensein von 
weiterer tberschiissiger HCl erforderlich. Hierdurch wird die 
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gweite Art der Reaktion zwischen HCl und Fibrin bewirkt, 
welche zur Peptonisierung fiihrt, und diese zweite Art der HCI- 
Bindung erfolgt, wenigstens bei gewOhnlicher Temperatur, nur 
dann, wenn die Vereinigung des Fibrins mit dem Pepsin voran- 
gegangen ist. 

Der Deutung dieses Vorganges stehen Schwierigkeiten ent- 
gegen. Der Annahme, daf das Pepsin im Sinne Bordets 
eine Sensibilisierung des Fibrins und dadurch die zweite Art 
der HCl-Bindung bewirkt, widerspricht der mitgeteilte Versuch, 
bei dem das mit Pepsin vorbehandelte Fibrin mit der nur fiir 
die erste HCl-Bindung ausreichenden Menge HCI versetzt wurde. 
Wenn das Pepsin als Sensibilisator wirken wiirde, so miibte 
man erwarten, dali die HCl hierbei die zur Peptonisierung 
fiihrende Bindung mit dem Fibrin eingehen wiirde. In Wirk- 
lichkeit wirkt aber nur ein geringfiigiger Teil der HCl peptoni- 
sierend, wihrend der bei weitem tiberwiegende Teil zur HCI- 
Fibrinbindung verwandt wird. Die Aviditit des Fibrins zur 
ersteren Art der HCl-Bindung ist also erheblich grofer als zur 
peptonisierenden Bindung, trotzdem das Pepsin bereits an das 
Fibrin gefesselt ist. Von einer sensibilisierenden, d. h. die 
Anziehungskraft des Fibrins zur HCl steigernden Wirkung durch 
das Pepsin ist demnach hier nichts zu merken. 

Viel mehr hat die Annahme fiir sich, dab das Pepsin die 
Vermittlerrolle zwischen Fibrin und HCl bildet. Wir wiirden 
dann einen Vorgang haben, welcher grade entgegengesetzt ist 
der Vorstellung, die man sich bisher von dem Modus der Pep- 
sinsalzsféurewirkung auf das Fibrin gebildet hat. Danach soll 
bekanntlich die HCl die Vermittlerrolle zwischen Pepsin und 
Fibrin bilden. Meine obigen Versuche, wonach die an das Fibrin 
gekettete HCl nicht imstande ist, die fermentative Wirkung 
des Pepsins auszulésen, beweisen, daf jedenfalls die erste HCI, 
welche zur Quellung des Fibrins fiihrt, nicht als Vermittlerin 
zwischen EiweiB und Pepsin wirkt. Auch der Annahme, dab 
die weitere iiberschiissige HCl die Vermittlung tiibernimmt, steht 
der gewichtige Umstand entgegen, daf das Pepsin bereits vor 
Zufiigung von tberschiissiger HCl und iiberhaupt von HCl sich 
fest an das Fibrin kettet. Es bleibt aiso nichts anderes iibrig 
19* 
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als die Annahme, dal} die zweite, die eigentlich peptonisierende 
Bindung der HCI! an das Fibrin durch das am Fibrin haftende 
Pepsin indirekt vermittelt wird. 

Zu dieser Annahme wird man sich allerdings nicht leicht 
entschlieBen, denn wir hiitten dann unter Zugrundelegung des 
Ehrlichschen Schemas einen thermolabilen Amboceptor (das 
Pepsin) und ein thermostabiles Komplement (die Salzsaure), 
wihrend das Verhiiltnis bekanntlich sonst stets umgekehrt ist. 
Dieser Umstand veranlaft mich, die dargelegte Erklarungsweise 
meiner Beobachtungen noch mit einer gewissen Reserve ab- 
zugeben, obgleich ich zur Zeit keinen anderen Ausweg_ sehe. 

Ich bemerke schlieBlich, daB ich mit Versuchen beschaftigt 
bin, um den geschilderten Vorgang bei gelésten Acidalbuminen 
sowie bei der Wirkung des Trypsins zu priifen. 





Uber die Chloracetylierung und MolekulargréBe des Glykogens. 
Von 


cand. med. et phil. E. von Knaffi-Lenz. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Graz.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. September 1905.) 


Im hiesigen Laboratorium wurden in den letzten Jahren 
mehrere Arbeiten tiber die Chloracetylprodukte der Kohlehydrate 
mit Erfolg ausgefiihrt. So hat Bodart!) ein Chloracetylprodukt 
des Milchzuckers, FOrg?) der Maltose, KOnig#) der Cellobiose, 
Geinsperger*) der Cellulose, Menter®) und spiter Sirk ®) 
der loslichen Stiirke dadurch erhalten, dab die Kohlehydrate 
mit Essigsdureanhydrid, das mit trockenem Salzséuregas ge- 
sattigt war, in Bombenrohren behandelt wurden. Als Verseifungs- 
kérper der Chloracetylprodukte wurden je nach der Intensitat 
und Dauer der Einwirkung des Anhydrids entweder das ur- 
spriingliche Kohlehydrat oder hydrolytische Spaltungsprodukte 
derselben erhalten. Die Intensitaét der Einwirkung konnte da- 
durch erhéht werden, dafi man die Temperatur, bei der die 
Sattigung vorgenommen wurde, herabsetzte oder die Temperatur, 
bei der das Agens einwirkte, erhohte. So erhielt Menter’) bei 
der stirksten Einwirkung des obgenannten Agens auf lésliche 
Stirke Glukose, bei schwiacherer Maltose, bei noch schwacherer 
Erythrodextrin als Hauptmenge des Verseifungsproduktes, Sirk §) 





'; Inauguraldissertation, Monatshefte 1902, Bd. XXIII, 5. 1. 

*) Monatshefte fiir Chemie, Bd. XXIII, S. 40. 

8) Inauguraldissertation, Skraup und Kénig, Monatshefte 1901, 
Bd. XXII, S. 1011. 

*) Inauguraldissertation, Monatshefte 1905. 

5) Inauguraldissertation, Monatshefte 1905. 

6) Inauguraldissertation, Monatshefte 1905. 

) Inauguraldissertation, Monatshefte 1905. 

*) Inauguraldissertation, Monatshefte 1905. 
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setzte die Arbeiten Menters fort und konnte als Verseifungs- 
produkt lésliche Stirke gewinnen. 

Aus dem Chlorgehalte der Chloracetylprodukte laBt sich 
auch ein SchluB auf das Molekulargewicht des Verseifungs- 
kérpers ziehen. Dies war die Veranlassung, das Glykogen einer 
analogen Behandlung zu unterziehen, insbesondere als das Gly- 
kogen, das, wie aus der enormen diesbeziiglichen Literatur zu 
ersehen ist, noch wenig Gegenstand rein chemischer Unter- 
suchungen gewesen ist. Es dtirfte mit der Umstandlichkeit und 
Kostspieligkeit der Darstellung zusammenhangen, 

Versuche, das Molekulargewicht zu bestimmen, wurden 
bereits von Sabannejeff!) auf dem Wege der kryoskopischen 
Methode gemacht. Er fand fiir M = 1545 und 1625, woraus 
er das Molekulargewicht ftir (C,H,.O;),) mit 1620 berechnete. 

In allerjiingster Zeit wurden von Gatin-Gruzewska?) 
iuBerst sorgfaltige kryoskopische Bestimmungen des Molekular- 
gewichtes des Glykogens ausgefiihrt. Aus ihren Untersuchungen 
geht hervor, dafi die Bestimmungen Sabannejeffs wertlos 
sind und dafi das Glykogen entweder in Wasser schwer loslich 
und sein Molekulargewicht ungemein groB ist oder das Glykogen 
in Wasser unléslich und dann sein Molekulargewicht ungemein 
groB sein kann. Wenn man die Loslichkeit annimmt, so ergiibe 
sich als Grenzwert fiir das Molekulargewicht des Glykogens 
eine Zahl, die tiber 140000 liegt. 

Diese Resultate finden auch durch die vorliegende Arbeit 
eine Bestiitigung. 

Wie eingangs erwahnt, wurde das Glykogen analog den 
dort zitierten Arbeiten der Chloracetylierung unterzogen. Aus 
dem Reaktionsprodukte wurde der in Benzol schwerst ldsliche 
Anteil isoliert. Trotz der griindlichsten Reinigungsversuche gelang 
es nicht, daraus einen chlorfreien Korper zu isolieren, auch 
blieb der Chlorgehalt trotz wiederholter Fraktionierungen kon- 
stant, weswegen angenommen werden muf, dafi die Substanz 
einheitlich ist und Chlor chemisch gebunden enthalt. Die Chlor- 
bestimmung ergab einen Gehalt von 0,15°/0, die Acetylbestim- 


'! Sabannejeff, Chem. Zentralblatt, Bd. XCI, S. 10. 
?) Gatin-Gruzewska, Pfligers Archiv, Bd. CV, S. 282. 
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mung Werte fiir C,H,0,(C,H,O), also fiir ein Triacetat. Bei 
der Annahme, dafi nur ein Atom Chlor eingetreten ist, laBt 
sich das Molekulargewicht bei einem Chlorgehalt von 0,15°/o 
auf 23630 fir das Chloracetylprodukt berechnen. 

Bei Anwendung der ebullioskopischen Methode ergab sich 
eine SiedepunktserhoOhung von nur einigen Tausendstel-Graden, 
aus welcher sich ein Molekulargewicht von ca. 25000 im Durch- 
schnitt berechnen lieBe. 

Daraus ergiibe sich eine Ubereinstimmung der genannten 
nach beiden Methoden erhaltenen Molekulargewichte, und somit 
der Schlub, dab nur ein Atom Chlor in das Molekiil eingetreten 
sei. Wenn man jedoch in Betracht zieht, dafi die unvermeid- 
lichen, wenn auch noch so geringen Verunreinigungen der zu 
bestimmenden Substanz mit Korpern von kleinerem Molekular- 
gewichte schon eine Erhdhung von einigen Tausendstel-Graden 
hervorrufen koOnnen und somit bei der Berechnung zu niedrige 
Werte ergeben wiirden, so kann man den auf ebullioskopischem 
Wege ermittelten Molekulargréfen von Korpern mit hohem 
Molekulargewichte nur insofern Bedeutung beimessen, als man 
— die Anwendbarkeit der Methode fiir vorliegenden Fall voraus- 
gesetzt — daraus mit einiger Sicherheit den SchluB ziehen 
kann, dal} die mit dieser Methode ermittelten Zahlen einen 
Mindestwert ausdriicken. Daraus folgt mit grober Wahrschein- 
lichkeit, dafB mehr als ein Atom Chlor eingetreten und das 
Molekulargewicht daher ein Vielfaches von 23 630 ist. 

Aus dem Chloracetylprodukte wurde ein chlorfreies Acetat 
dargestellt. Als Verseifungsprodukt desselben wurde Glykogen 
jedoch nicht zuriickerhalten, sondern ein Korper, der nach seinen 
Kigenschaften als ein Dextrin, das dem Glykogen sehr nahe 
steht, bezeichnet werden muf. Es stimmt mit seinen Eigen- 
schaften mit keinem der in Beilsteins Handbuch angefiihrten 
Dextrine iiberein, obwohl, wie die Léslichkeitsbestimmungen er- 
gaben, das vorliegende Dextrin sicher rein und einheitlich ist. 
Ks muf8S daher als ein neues noch nicht bekanntes Dextrin 
bezeichnet werden. Es unterscheidet sich dadurch vom Glykogen, 
dafi es sich in Wasser ohne Opaleszenz lost und Fehlingsche 
Losung in duferst geringem Grade reduziert. Mit Jod gibt es 
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eine Farbung, die der des Glykogens tiuBerst ahnlich ist und 
sich von ihr nur dadurch unterscheidet, daB sie um eine Nuance 
lichter ist und einen Stich ins Gelbliche hat. Auch ist die Lis- 
lichkeit in 50°/oigem Alkohol ungefiihr 40 mal gréBer als die des 
Glykogens. In seiner elementaren Zusammensetzung entspricht 
es der Formel C,H,,0,. 

Das optische Drehungsvermégen ist dem des Glykogens 


nahezu gleich. Wihrend das des Glykogens!) [a]p = 196,63° 
betragt, betriagt das des vorliegenden Dextrins {a|p = 192,1. 


Mit Phenylhydrazin reagiert es nicht. 

Bei der Annahme, da das Molekulargewicht des Acetats 
23630 betrigt, ergibt sich fiir das Verseifungsprodukt das 
Molekulargewicht von 16350 oder, da C,H,,O, = 162 ist, die 
Formel (C,H, )0;),99. Nach dem friiher Bemerkten erscheint es 
jedoch wahrscheinlich, dai die wirkliche GréBe ein Vielfaches 
davon ist. Da dieses Dextrin ein hydrolytisches Spaltungsprodukt 
des Glykogens ist, mu das Molekulargewicht des letzteren noch 
grofer sein. 


Experimenteller Teil. 
Darstellung des Glykogens. 


Das zu der Arbeit verwendete Glykogen wurde aus Pferde- 
leber nach der von Briicke angegebenen Methode gewonnen. 

Es wurde die Leber eines 4—) Tage reichlich mit Hafer 
und Heu_ gefiitterten Pferdes sofort nach dem Tode in kleine 
Stiicke zerteilt und zehn Minuten in siedendem destillierten 
Wasser (20 1) gekocht. Die Leberstiicke wurden hierauf rasch 
in einer Wurstpresse zu Brei verkleinert, der in dem Wasser, 
dem jetzt 200 ¢ Kaliumhydroxyd zugefigt waren, bis zur voll- 
stiindigen Lésung der Lebersubstanz weiter gekocht wurde. Die 
abgekiihlte LOsung, die 15 | betrug, wurde durch abwechselnden 
Zusatz von Quechsilberjodidjodkalium und Salzséure vom Eiweib 
befreit. Aus der filtrierten Fliissigkeit wurde das Glykogen durch 
Zusatz des doppelten Volumens 96°/oigen Alkohols ausgefallt, 
absitzen gelassen, dekantiert, wiederholt mit starkem Alkohol 


') Huppert, Diese Zeitschrift, Bd. XVIII, 5. 137. 
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iibergossen, auf ein Filter abgesaugt und schlieBlich mit abso- 
lutem Alkohol und Ather nachgewaschen. 

Das so erhaltene Produkt hatte alle charakteristischen 
Kigenschaften des Glykogens und war frei von Stickstoff, wie 
sich aus der Probe nach Lassaigne!) ergab. Behufs weiterer 
Reinigung wurde es noch zweimal aus Wasser mit Alkohol 
umgefallt. Die Menge des so gereinigten Glykogens betrug 
vacuumtrocken ungefahr 400 g, das sind ca. 10°/o des Leber- 
gewichtes. 


Darstellung des Chloracetylproduktes. 


Zur Darstellung eines Chloracetylproduktes wurden 60 g 
vacuumtrockenen Glykogens mit 240 g Essigsiureanhydrid, das 
ber — 12° mit trockenem Salzsauregas gesattigt war, in Bomben- 
rohren bei Zimmertemperatur durch 20 Stunden geschiittelt. 
Der klare, ein wenig gelb gefiarbte Inhalt der Rohren hinter- 
lie} beim Eindampfen im Vacuum einen gelb gefarbten, chlor- 
haltigen Riickstand, der leicht léslich war in Chloroform, Benzol, 
Aceton, Eisessig und Essigiither, schwer léslich in Ather, un- 
léslich in Wasser, Alkohol und Ligroin. 

Um festzustellen, ob die Substanz einheitlich sei oder 
nicht, wurde sie in 900 g Benzol gelést und einer fraktionierten 
Fallung unterzogen. Zu diesem Zwecke wurden zu der LOsung 
300 ¢g Ligroin zugesetzt und vom Niederschlage dekantiert. 
Dies wurde noch dreimal wiederholt, so dai auf diese Art 
vier Fraktionen erhalten wurden. Aus der im Vacuum ein- 
geengten Mutterlauge wurde durch Zusatz von Ligroin alles 
noch Geliste ausgefallt und so eine fiinfte Fraktion erhalten. 
Fraktion I betrug 39 g, Fraktion II 30 g, Fraktion IIl 14 g, 
Fraktion IV 6 g, Fraktion V 8 g. Siamtliche Fraktionen waren 
chlorhaltig und zwar stieg der Chlorgehalt mit der Léslichkeit. 

Fraktion I hatte einen Chlorgehalt von 0,87 ° 


jv 


> ll > > > >» 1,14 %/o 
Ill » > » 1 ,66 919 
IV : , > 206 %lo 
23 > 3,41 °/o 


') Annalen, Bd. XLVIII, S. 367. 
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Die Chlorbestimmungen wurden so ausgefiihrt, daB eine 
gewogene, gewichtskonstante Menge mit einer stark salpeter- 
sauren Silbernitratldsung am Dampfbade erwirmt und das ab- 
geschiedene AgCl im Goochtiegel gewogen wurde. Die Er- 
reichung der Gewichtskonstanz fiir die Substanz stieB insofern 
auf Schwierigkeiten, als sie im Vacuum iiber Schwefelsiiure 
sogar nach mehreren Tagen nicht vollstandig erreicht werden 
konnte. Es gelang dies jedoch nach 10—12 Stunden, wenn 
man die Substanz bei einer Temperatur von 80—90° in einem 
konstanten, durch Schwefelsiéure geleiteten Luftstrom von 15 bis 
20 mm Quecksilberdruck trocknete. Um die durch Versuchs- 
fehler bedingten Differenzen in den Chlorgehalten der einzelnen 
Fraktionen nach Moglichkeit zu eliminieren, wurde immer unter 
gleichen Bedingungen gearbeitet, d. h. es wurde gleichviel Sub- 
stanz (ca. 1 g), gleichviel Salpeterséure und Silbernitrat und 
die gleiche Menge Waschwasser bei den Analysen verwendet. 

Die Fraktion | wurde behufs Feststellung ihrer Einheit- 
lichkeit in 100 g Benzol gelést und dadurch in zwei anniihernd 
gleichgrobe Fraktionen (18 und 19 g) ausgefillt, dab zuerst 60, 
dann 100 g Ligroin zugefiigt wurden. Der Chlorgehalt war 
wiederum verschieden und zwar enthielt: 

Fraktion la 0,67°/o Chlor 
> Th 092% >» 

Da es sich zeigte, dafi die beiden Fraktionen aus einem 
iitherschwerléslichen und iatherleichtléslichen Anteil bestehen, 
wurde Fraktion Ia in 100 g Benzol gelést und mit Ather 
fraktioniert gefillt, dadurch daB zuerst 80, dann 90, endlich 
250 g Ather zugefiigt wurden. Aus der Mutterlauge konnte 
durch weiteren Zusatz von Ather keine Fallung mehr erhalten 
werden, wohl aber mit Ligroin. Gewicht und Chlorgehalt der 
atherschwerléslichen Fraktionen waren folgende : 

Fraktion Ia’ 6 g 0,29°/o Chlor 
la” 3 » 049% » 
> Ta” 2 > 052% » 

Aus der Benzollésung der Fraktion Ib wurde alles Ather- 
unloésliche ausgefiillt und behufs Reinigung 10mal mit Ather 
aus Benzol umgefiillt, bevor die analogen drei Atherfraktionen 
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dargestellt wurden. Ihr Chlorgehalt war niedriger als der der 
Fraktion Ia. Er betrug fiir: 
Fraktion Ib’ 0,25°/o Chlor 
> Ib” 0,30% > 
: Ib’ 0,37°%o > 
Die Elementaranalysen gaben Zahlen fir ein Triacetat. 
J. 0,2040 g der Fraktion La’ lieferten bei der Verbrennung: 
0,1007 g H,O und 0,3754 g CO,. 
Il. 0,2329 g der Fraktion la’ lieferten bei der Verbrennung ° 
0.1169 g H,O und 0,4256 g CQ,. 
In 100 Teilen: 


Gefunden: Berechnet fiir 

I. IT. C,H,0,(C,H,0),: 
( 5018 % 49,84 %o 50,00 °/o 
H 93,52%o 5,61 °/o 5,60 °/o 


Cl 0.29% — 0,52 %Jo ae 

Nachdem die Substanzmengen fiir eine weitere Frak- 
tionierung zu gering waren, wurden 150 g Glykogen in der 
friiher erwahnten Art in Bombenrdhren der Chloracetylierung 
unterworfen. 

Der Inhalt der ROhren wurde im Vacuum eingedampft, in 
Benzol gelést und daraus alles Atherunlésliche ausgefillt. Die 
Ausbeute betrug ca. 140 g. Behufs Reinigung wurden diese 
140 g aus wenig Benzol mit absolutem Ather 10mal so um- 
gefallt, daB das gereinigte Produkt 110 g_ betrug, welches 
wiederum aus Benzol mit absolutem Ather in drei Fraktionen 
ausgefallt wurde, von denen 


die 1. 50 g betrug und einen Chlorgehalt von 0,17 °/o 
I. 40 » oe % ' » 0,13 Jo 
I. 20 ; » > 0,20 °/o 
hatte. 

6 g der Fraktion | ergaben nach fiinfmaligem Umfallen 
aus Benzol mit Ather 4 g mit einem Chlorgehalt ven 0,13°/o 
(Fraktion Ia), 3 g dieser Fraktion nach dreimaligem Umfallen 
aus Chloroform mit Ather gegen 2 g mit einem Chlorgehalt 
von 0,15°%/o (Fraktion Ia‘). 

Die Mutterlaugen der Fraktion la wurden im Vacuum 
auf ein sehr kleines Volumen eingeengt, mit Ligroin gefiallt, 
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mit Ather gewaschen und betrugen ca. 2 g mit einem Chlor- 
gehalt von 0,19°/o. Fir simtliche Fraktionierungen wurde mit 
KNa-Legierung absolut gemachter Ather verwendet. 

Da der Chlorgehalt durch diese wiederholten Umfallungen 
nicht beseitigt werden konnte und konstant blieb — die ge- 
ringen Sehwankungen sind wohl auf unvermeidliche Versuchs- 
fehler zuriickzufiihren —, mute angenommen werden, dal} dic 
Substanz einheitlich und der geringe Chlorgehalt keine Verun- 
reinigung ist. 

Die Elementaranalysen gaben sehr gut stimmende Zahlen 
fiir ein Triacetat. 

0.2077 g der Fraktion II lieferten bei der Verbrennung: 
Q,1092 g H,O und 0,3806 g CQ,. 
In 100 Teilen: 


Gefunden: Berechnet fiir C,H,O,(C,H,0), : 
(49,98 of, 50,00 8/0 
H 588 °%/o 5,60 9/0 


Cl 0,15 °/o _— 
Die Substanz ist wei, amorph, leicht loslich in Benzol. 
Chloroform, KEisessig, Essigéther, Aceton und unl6slich in 
Wasser, Alkohol und Ather. 


Darstellung des chlorfreien Acetats. 


Zur Darstellung des Acetats wurden 10 g Chloracetyl- 
produkt in 80 g Eisessig gelést und mit 0,1 g Silberacetat 
unter Ofterem Umschiitteln einen Tag lang stehen gelassen. 
Die mit Benzol verdiinnte LOsung wurde mit Tierkohle gekocht 
und wiederholt filtriert, ohne dafb es dadurch gelang, das 
kolloidale Chlorsilber ganz zu entfernen. 

Um dies zu erreichen, wurde mit Ligroin vollstandig aus- 
gefallt und der Niederschlag in wenig heifem Benzol geldst. 
Nach dem Erkalten und nach mehrstiindigem Stehen hatte sich 
ein deutlicher Niederschlag gebildet, von dem die dariiber be- 
findliche Lésung dekantiert wurde. Erst nach mehrmaliger 
Wiederholung dieses Verfahrens gelang es, eine chlorsilberfreie 
Losung zu erhalten. Das ausgefallte Produkt, das nach Beil- 
stein’) auf Chlor gepriift wurde, war chlorfrei. Die physikalischen 


') Ber., Bd. V, S. 620. 
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Eigenschaften des Acetats stimmten mit denen des Chloracetats 
iiberein. Das Acetat sintert bei 165°, wird bei 180° durch- 
sichtig und flieBt bei 240° als zihfliissiger Tropfen zusammen. 
Die Elementaranalyse gab folgende Werte: 
I. 01207 g Acetat lieferten bei der Verbrennung: 
0,0548 g H,O und 0.2215 g CQ,. 
I]. 0.2141 g Acetat lieferten bei der Verbrennung: 
0.1046 g H,O und 0,3932 g CQ,. 
In 100 Teilen: 


Gefunden: Berechnet fiir 
I. If. C,H,0,(C,H,0), : 
C 50,01 %o 50,09 %o 50,00 9 
H DA 8 ° 0 5.47 Yo dD. )%>p 


Der Nachweis, daf die Substanz ein Triacetat sei, wurde 
auch noch durch die Acetylbestimmung nach Wenzel mit 
einer kleinen Modifikation erbracht. 

0.5544 g Substanz wurden mit 10 ccm Methylalkoholat- 
ldsung, die 10°/o Na enthielt, verseift. Die Essigsaure wurde 
durch Kochen mit 20 ccm einer Lésung, die im Liter 100 g 
Metaphosphorsiéure und 450 g trockenes Natriumphosphat ent- 
hielt, nach Zusatz von 3 g Schwefelsiiure frei gemacht und in 
100 cem 3/10-Normalnatronlauge aufgefangen, wovon 60,40 ccm 
neutralisiert wurden, was einem Acetylgehalt von 46,80°/o ent- 
spricht. 

Auf analoge Weise wurden 0,3755 g Substanz behandelt, 
dessen Essigsiiture 35,95 cem 1/10-Normalnatronlauge neutrali- 
sierte, was einem Acetylgehalt von 43,81°/o entspricht. Der 
berechnete Acetylgehalt des Triacetats betragt 44,80°/o. 

Das optische Drehungsvermégen wurde an einem Lippich- 
schen Polarisationsapparate mit Natriumlicht bestimmt. Das 
Acetat war in Benzol gelést. a gibt das Mittel von 10 gut 
ubereinstimmenden Ablesungen an. 


C = 63824 

] = 100 mm 

a = 8,446 ° 
= 2) 


+. 132,342. 
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Molekulargewichtsbestimmungen. 


Wenn man annimmt, daB in das Kohlehydrat nur 1 Atom 
Chlor eingetreten ist, so ergibt sich daraus durch Rechnung bei 
einem Chlorgehalt von 0,15°/o ein Molekulargewicht von 23630. 

Die auf physikalischem Wege ermittelte Molekulargrébe 
lieferte insofern eine Bestatigung, als in einem Falle keine 
Siedepunktserhohung, in anderen Fallen nur eine Erhohung von 
einigen Tausendstel-Graden konstatiert werden konnte. Die 
Bestimmungen wurden ebullioskopisch mit einem Beckmann- 
schen Apparate ausgefiihrt. Als Losungsmittel wurde reinstes 
Chloroform (dargestellt aus Salicylydchloroform) benitzt. 

14,99 g Chloroform (K == 35,9) 


Substanzmenge SiedepunktserhOhung Molekulargewicht 
O,1812 g keine — 
0,4250 » 0,004 25940 
0.6386 » (),007 22280 
14,12 g Chloroform (K = 35,9) 
Substanzmenge Siedepunktserhéhung Molekulargewicht 
0,1968 g 0,003 17045 
0,7173 » 0,006 26600 


Verseifungsprodukt. 


Um zu entscheiden, ob die oben beschriebene Substanz 
das Triacetat des Glykogens oder das eines hydrolytischen 
Spaltungsproduktes desselben sei, wurde es verseift. 

Zu diesem Zwecke wurden 13 g chlorfreies Acetat mit 
130 ecm alkoholischer Kalilauge (7°/o) in der Ka&alte unter 
6fterem Umschiitteln stehen gelassen. Nach 24 Stunden wurde 
abgesaugt und mit Alkohol gewaschen, in Wasser geldst, mit 
Essigsiiure neutralisiert, mit Tierkohle gekocht und schlieBlich 
in absoluten Alkohol hineinfiltriert. Der Niederschlag wurde 
noch 5mal aus Wasser mit Alkohol umgefallt (5 g). 

Dieses so gewonnene Verseifungsprodukt ist ein feines, 
weifes, amorphes Pulver, das sich sehr leicht in Wasser mit 
einer kaum merklichen Triibung lést. Die wasserige LOsung 
fiirbt sich mit Jodjodkaliumlésung braunrot, doch unterscheidet 
sich die Firbung von der des Glykogens dadurch, da sie etwas 
mehr ins Gelbe schligt und vollstindig klar ist, wahrend die 
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des Glykogens opalesziert. Mit Phenylhydrazin in essigsaurer 
Losung reagiert es nicht. In alkalischer LOsung lést es Kupfer- 
oxydhydrat und reduziert dasselbe in sehr geringem Grade. 

Zur Reduktionsbestimmung wurden 10 ccm einer Lésung, 
die 0,4756 g vacuumtrockener Substanz enthielt, mit 100 ccm 
Fehlingscher Lésung am Wasserbade erwiirmt und das ab- 
geschiedene Kupferoxydul als Kupferoxyd bestimmt. CuO wog 
0,0424 g. 

Bei einer zweiten Bestimmung wurden auf die gleiche 
Menge Substanz (0,4765 g) nur 10 ccm Fehlingscher Loésung 
verwendet. Die Reduktionsfihigkeit betrug in diesem Falle nur 
ungefiihr den sechsten Teil der friiheren, da nur 0,0072 g CuO 
gebildet wurden. Das Filtrat war kupferhaltig und setzte im 
Laufe von 36 Stunden kein Oxydul mehr ab. Die Elementar- 
analyse gab Werte fiir C,H,,O;. 

]. 0,1781 g Substanz lieferten bei der Verbrennung: 
0,1049 g H,O und 0,2895 g CO,. 
II. 0.2164 g Substanz heferten bei der Verbrennung: 
0,1389 g H,O und 0,3523 g COQ,. 
III. 0,2502 g Substanz lieferten bei der Verbrennung: 
0.1485 g H,O und 0,4034 g CO,. 
In 100 Teilen: 


Gefunden: Berechnet fiir 
I. Il. Ill. C,H,,9;: 
C 44,33 °% 44,40°%o 43,98 °/o 44,43 °/o 
H 6,59°%0  6,39°%o 6,64°%o 6,22 °/o 


Samtliche Verbrennungen wurden mit dem automatischen 
Verbrennungsofen nach Pregl gemacht. 

Das optische Drehungsvermoégen des Verseifungsproduktes 
wurde in wasseriger LOsung an einem Lippichschen Apparate 
bei Natriumlicht bestimmt. a gibt das Mittel von 10 gut iiber- 
einstimmenden Ablesungen an. 


C == 4,6852 
= 100 mm 
a = 9°? 


t = 20° 
[a] = 192,1° 
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Léslichkeitsbestimmungen. 


SchlieBlich wurden noch L6slichkeitsbestimmungen vom 
Verseifungsk6rper und von dem zur Chloracetylierung beniitzten 
Glykogen ausgefiihrt, um zu untersuchen, ob auch hierin ein 
Unterschied bestehe. Zu diesem Zwecke wurden je 1 g vom 
vacuumtrockenen Verseifungsprodukte und Glykogen in kleinen 
Flaschchen mit 10 cem 50°/oigen Alkohols bei 16° C. im Ther- 
mostaten durch 4 Stunden geschittelt. Die LOsungen wurden 
vollstandig dekantiert, filtriert und aus einem Teile derselben 
der Trockenriickstand bestimmt. Mit dem Ungeldsten wurde 
die Prozedur noch dreimal wiederholt. 


Verseifungsprodukt Glykogen 
I. Es gaben 3,2770 g Lésung I. Es gaben 2,7665 g Lésung 
0.0375 » Riickstand 0.0028 » Riickstand 
oe » 42623 » Loésung I]. >» >» 93,1629 » Lésung 
0,0499 » Ruckstand 0,0022 » Riickstand 
Hl. » > $3,2495 » Lésung Il. » >»  $,7709 » Loésung 
0,0379 » Rickstand 00,0012 » Riickstand 
IV. » » §,4317 » Loésung IV. >» » 44,6933 » Lésung 
0,0615 » Riickstand Q,0015 » Riickstand 


Die in Losung gegangene Menge gibt auf 100 Teile Losungs- 
mittel berechnet: 


Verseifungsprodukt Glykogen 
I. 1,14 °/o 0,10 °/o 
LI. 1,17 °/o 0,07 °/o 
Il. 1,17 °/o 0,03 °/o 
IV. 1,15 Jo 0,03 °/o 


Die Loslichkeit des Verseifungsproduktes, die ungefahr 
40mal grofer ist als die des Glykogens, blieb, wie aus den 
Zahlen ersichtlich ist, konstant, was auch fiir die Reinheit und 
Einheitlichkeit des Produktes spricht. Die Abnahme der Los- 
lichkeit des Glykogens wurde jedenfalls durch geringe Ver- 
unreinigung desselben mit Dextrinen verursacht. 


































Zur Abwehr. 


Von 
Fr. Kutscher. 


(Der Redaktion zugegangen am 13. September 1906.) 


In Bd. XLV, Heft 3 und 4 dieser Zeitschrift, richtet Herr Burian 
ein letztes Wort an den unbefangenen Leser, das die Oxydationsversuche 
betrifft, die ich in Gemeinschaft von Seemann und Schenck ange- 
stellt habe. Er hat dabei wiederum vergessen, einige ganz bekannte 
Tatsachen zu erwahnen, deshalb mégen auch mir an den unbefangenen 
Leser nochmals einige Worte gestattet sein, um denselben vor schiefen 
Vorstellungen zu bewahren. 

Herr Burian tadelt unsere Versuchsanordnung zunidchst deshalb, 
weil wir zu unseren Versuchen eine Nucleinsiure benutzten, die arm 
an Hypoxanthin und Xanthin war. Dieser Vorwurf ist durch Arbeiten 
Steudels,*) nach denen die Thymusnucleinséuren unter geeigneten Um- 
stinden reichliche Mengen Xanthin und Hypoxanthin abspalten kénnen, 
widerlegt. Also dem Wunsche des Herrn Burian ist von uns vollkommen 
entsprochen worden. Es hat fiir die Theorie des Herrn Burian aller- 
dings einige Unbequemlichkeiten, die Steudelschen Versuche zu beriick- 
sichtigen. 

Zum zweiten sagt er, wir hatten unsere Oxydation zu weit ge- 
trieben. Ich hebe dazu nochmals hervor, wir fanden Adenin als Oxy- 
dationsprodukt, aber keine Spur von Harnsiéure. Was aus Xanthin und 
Hypoxanthin wird, ist bekannt, wir wissen zweifellos, dafi daraus keine 
Harnséure hervorgeht. Im iibrigen ist es nicht an mir, sondern an 
Herrn Burian, die diesbeziiglichen, von anderer Seite angestellten Ver- 
suche zu widerlegen. Bisher sind von ihm in dieser Sache keine 
Experimente, sondern nur Worte vorgebracht worden. 

Nun sind allerdings von uns auch Harnstoff und Oxalsadure gefunden 
worden, und zwar mehr Harnstoff, als aus dem oxydierten Guanin sich 
theoretisch bilden konnte. Ich habe diese Verhaltnisse in meiner friiheren 
Entgegnung nicht berihrt, weil <jeder mit dem Gegenstande einigermafen 
Vertraute dieses Ergebnis ohne weiteres hitte voraussagen kénnen>. *) 





') Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 165. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XLIII, S. 494. 





306 Fr. Kutscher, Zur Abwehr. 


















Da Herr Burian aber trotzdem das Plus an Harnstoff und die Oxa)- 
sdure, die wir gefunden haben, gegen uns ins Feld fiihrt, so muf ich 
schon erdrtern, woher es stammt. Wir wissen seit langer Zeit, daf in 
dem Molekiil der Thymusnucleinséuren Thymin und Cytosin priformier 
enthalten sind. Die Ausbeute, die man an diesen Substanzen erhilt. 
kann diejenige an Nucleinbasen tibertreffen. Nun wissen wir aus den 
Arbeiten von Steudel und Steudel und Kossel, was bei der Oxy- 
dation mit Permanganat aus diesen Substanzen wird: Thymin liefer( 
dabei reichliche Mengen Harnstoff, Cytosin Oxalséure. Wir kénnen 
also das Plus an Harnstoff und die Oxalséure sehr wohl von Kérpern 
ableiten, die wirklich vorhanden sind, und brauchen nicht die Harn- 
siure herbeiziehen, deren Bildung noch erst durch Herrn Burian zu 
erweisen ist. 

Im iibrigen ist mir nicht recht ersichtlich, warum Herr Burian 
vegen unsere Versuche fortwahrend die Méglichkeit der Zerstérung det 
gebildeten Harnsiure durch Permanganat hervorhebt; in dieser Be- 
ziehung wiirde sich ja unsere Versuchsanordnung ganz gut mit den 
physiologischen Verhiltnissen decken. Denn es ist eine ganz bekannte 
Tatsache, dafi der Organismus des Saéugers zu den besten Harnsiure- 


zerstérungsmitteln gehort! 


















Zur Frage nach der Identitat von Pepsin und Chymosin.') 
Von 
W. Sawjalow. 


(Der Redaktion zugegangen am 29. September 1905.) 


Die milchgerinnende Eigenschaft der Magenschleimhaut 
ist schon vom hohen Altertum her bekannt, und man ge- 
brauchte das Kaselab seit Jahrhunderten bei der Kisebereitung. 
Die Labwirkung des Magensaftes wurde von Spallanzani, 
welchem es zuerst gelang, einen ziemlich reinen Magensaft zu 
gewinnen, konstatiert. Aber der Mechanismus der dabei statt- 
findenden Reaktion, sowie die Natur des beteiligten Agenten 
waren bis zu den 7Oer Jahren des vergangenen Jahrhunderts 
so gut wie unbekannt. In den 7Oer Jahren stellte O. Ham- 
marsten in einer Reihe von klassischen Aufsiitzen die chemische 
Natur des Fermentes, sowie den Mechanismus der Labwirkung 
fest. Die Theorie von Hammarsten, welche mit einigen neben- 
sichlichen Modifikationen ihre volle Bedeutung bis zu der aller- 
letzten Zeit gewahrt hat, besteht bekanntlich in folgendem: 

1. Die Milchgerinnung ist eine spezifische Wirkung eines 
besonderen Fermentes, welches den Namen Labferment oder 
Chymosin bekommen hat. Das Chymosin ist mit dem Pepsin 
nicht identisch: beide genannten Fermente sind zwar neben- 
einander im Magensaft vorhanden, aber man kann das eine 
so wie das andere Ferment aus dem Magensaft gesondert 
darstellen. 

2. Der Mechanismus der Labwirkung besteht in der Spaltung 
des Caseins in zwei lisliche K6érper: Paracasein oder Kise 





‘) Mitgeteilt in der Sitzung der Medizinischen Gesellschaft an der 
Universitat Odessa den 15. Dezember 1904. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVI. 20 
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und sogenanntes Molkeneiweif (albumoseniihnlich). Das Para- 
casein ist eine schwache Siiure (wie Casein selbst), welche mit 
den alkalischen Erden ein unlésliches Salz bildet. Da die Lab- 
wirkung gewohnlich in einem Ca-haltigen Medium (Milch) statt- 
findet, so fallt das unlOsliche Ca-Salz des Késes bei der Gerinnuneg 
aus. Aber die Ausfillung des Kiises ist eine Nebenerscheinung, 
die mit der Fermentwirkung selbst in keinem Zusammen- 
hang steht. 

In dieser Form bewihrte sich die Theorie der Milch- 
gerinnung bis zu der letzten Zeit, als gegen diese Theorie 
wichtige Einwiinde, besonders von seiten Pawlows,. aus- 
gesprochen wurden. Diese Einwiinde lassen den Mechanismus 
der Reaktion ganz und gar unangefochten, sie sind alle gegen 
die Spezifitiit des Labfermentes gerichtet. Der Gedanke von 
der moglichen Identitaét des Labfermentes mit dem Pepsin ent- 
stand zuerst infolge der experimentellen Arbeiten von Pekel- 
haring und Nencki. Die Pepsinpriiparate der beiden genannten 
Autoren zeigten, obgleich sie gewisse Merkmale der Reinheit 
an sich trugen, doch neben der Pepsinwirkung immer auch 
eine ausgesprochene Labwirkung. Es lag nahe, zu vermuten, 
da} das Ferment des Magensaftes, materiell betrachtet, einen 
einzigen Stoff darstellt, und dai es ein sehr grobes Molekiil 
ist, welches zwei «Seitenketten» hat, deren eine proteolytisch 
wirkt, wiihrend die andere die Milehgerinnung hervorruft. 

Von diesem Gesichtspunkt aus unterwarf Prof. Pawlow 
vor einigen Jahren die Methoden der isolierten Darstellung 
von Pepsin und Chymosin einer Experimentalkritik und _ stellte 
dabei fest, dah die priiparative Isolierung der beiden Fermente 
tatsiichlich nicht gelingt. Man bekommt immer eine Fliissig- 
keit, welche sowohl die proteolytische, als auch die milch- 
gerinnende Eigenschaft besitzt; die eine oder die andere dieser 
EKigenschaften kann nur unter Umstinden unterdrtickt sein: 
sie entfaltet sich aber in ihrer vollen Kraft, wenn man die 
stérenden Einfliisse beseitigt.*) 

Daraus zog Pawlow den SchluB, daB das Ferment des 
Magensaftes ein einziger Stoff ist, welcher in einem Punkte 





', Botkins Hospital-Zeitung, 1903 (russisch) 
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seines Molekiils die proteolvtische, in einem anderen die milch- 
koagulierende Fahigkeit tragt. 

In einer spiiteren Arbeit!) geht Pawlow in der Ent- 
wickelung seiner Anschauungen weiter, indem er behauptet, 
daB es nicht nur kein Labferment, als einen besonderen Stoff, 
sondern daB es auch keine spezifische Labwirkung tiberhaupt 
gibt. Die Labwirkung ist nach Pawlow nur die umgekehrte, 
also synthetische Reaktion des Pepsins. 

Zum Beweise dafiir hebt Pawlow unter anderem folgende 
zwei Punkte hervor: 

1. Es existiert ein konstantes Verhaltnis zwischen den 
Mengen der beiden Fermente im Magensaft des Hundes unter 
moglichst verschiedenen Bedingungen. 

2. Alle die Einfliisse, welche auf die proteolytische Kratt 
des Magensaftes einwirken, wirken ebenso auch auf die milch- 
koagulierende Fahigkeit desselben ein. 

Bekanntlich hob O. Hammarsten gegen Pawlows An- 
sichten hervor, dafi die Gesetze der Wirkung von Pepsin und 
Chymosin bei verschiedenen Konzentrationen der Fermente 
verschieden sind. Im Falle des Pepsins ist die Intensitiit der 
Wirkung der Quadratwurzel aus der Fermentkonzentration 
proportional, im Falle des Chymosins ist sie proportional der 
ersten Potenz der Konzentration. 

Pawlow hat unter einigen besonderen Bedingungen fiir 
Pepsin die Proportionalitét der ersten Potenz und fiir Chymosin 
die der halben Potenz nachgewiesen und somit anscheinend den 
Einwand von Hammarsten widerlegt. Aber bei den dies- 
beziiglichen Versuchen war ein Fehler begangen worden und 
zwar wurde die Gleichheit der Bedingungen nicht gewahrt. In 
der Tat wirkt Chymosin nach der Regel der halben Potenz bei 
veranderlichen Konzentrationen sowohl des Fermentes, als auch 
der Saure, wahrend Pepsin derselben Regel nur bei unver- 
inderter Konzentration der Saure folgt. Pepsin folgt der Regel 
der ersten Potenz bei verénderlicher Konzentration, sowohl des 
Fermentes, als auch der Siure, wahrend Chymosin dasselbe 
Verhaiten nur bei konstanter Siiurekonzentration zeigt. 





') Diese Zeitschrift, 1904. 
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Es ist ohne weiteres klar, dai unter den angegebenen 
verschiedenen Bedingungen keine Vergleichung zwischen beiden 
Fermenten moglich ist; somit ist der Einwand von Hammarsten 
nicht beseitigt. 

Nichtsdestoweniger erscheint der Grundgedanke Pawlows 
sehr ansprechend und ich kann zur Unterstiitzung desselben 
einige Versuche, teils von mir selbst, teils von stud. natur, 
A. Heffter und J. Blumenzweig anftihren. Indessen ist der 
Ausgangspunkt meiner Arbeiten von dem Pawlows etwas 
verschieden. 

Als erster Beweis fiir die Identitaét der beiden Fermente 
dient in Pawlows Arbeit das konstante Verhéltnis zwischen 
der Pepsin- und Chymosinmenge im Magensafte des Hundes 

P:Ch = min = coms. 

Diese Tatsache ist zwar lange bekannt und wurde zuerst 
von Griitzner hervorgehoben; sie laBt sich aber ganz anders 
mit Hilfe einer sehr wahrscheinlichen Annahme erkliren. 

Der ProzeB der Fermentbildung ist uns vollig unbekannt. 
Indessen muh dieser Vorgang gewissen Regeln unterworfen 
sein; so z. B. ist es unzweifelhaft, dafi die Fermente infolge 
der Wirkung des Protoplasmas aus indifferentem Bluteiweib 
hervorgehen. Die Konstitution des letzteren ist auch unbekannt, 
aber wir haben gewisse Griinde, zu vermuten, dai das Proto- 
plasmaeiweifs sehr grofe Molekiile bildet, und dabei sind diese 
Molekiile fiir jede gegebene Zelle von konstanter Struktur. 
Darauf weist schon die chemische Analyse hin; weiter mul 
die Konstanz der Zusammensetzung als unumgingliche Voraus- 
setzung fiir die Konstanz der morphologischen Struktur einer 
gegebenen Zelle gelten. Diese Konstanz liegt weiter der spezi- 
fischen physiologischen Wirkungsweise der Zelle zugrunde. 
Endlich macht die bekannte, sehr weitgehende Spezifitat der 
Cytotoxine die Annahme einer konstanten Zusammensetzung 
des Zellprotoplasmas hochstwahrscheinlich. 

Folglich besitzt auch das Molekiil des Protoplasmaeiweibes 
der Magendriisenzellen eine konstante Zusammensetzung, welche 
sich durch das Symbol sme 

RC 


n Ch 
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verbildlichen laBt, wenn wir unter RK ein komplexes, un- 
bekanntes Radikal, unter m P—m _ pepsinbildende und unter 
nCh—n chymosinbildende Radikale des Protoplasmaeiweibes 
verstehen. beim Zerfall des Protoplasmaeiweibes miissen die 
Pepsin- und Chymosinmengen in einem konstanten Verhiiltnis 
m:n zueinander stehen. Somit léft sich der Parallelismus 
zwischen dem Pepsin- und Chymosingehalte im Magensaft in 
ganz anderer Weise, als nach Pawlow, erkliren. 

Aber diese Erklarung trifft nicht mehr zu fir die Tat- 
sachen, welche von Vernon entdeckt wurden.!) Der genannte 
Forscher untersuchte den Gehalt des Pankreassaftes an ver- 
schiedenen Fermenten und machte dabei folgende bemerkens- 
werte Entdeckung: Wihrend die Mengen des Trypsins, der 
Diastase und der Lipase in keinem konstanten Verhiiltnis zu- 
einander stehen, geht die milchkoagulierende Kraft des Saftes 
stets parallel der verdauenden Kraft desselben. Diese Tatsache 
laBt sich nicht mehr aus der Konstanz der Protoplasma- 
zusammensetzung erklaren und fordert eine andere Erklairungs- 
weise. Die wurde, wie es schien, von Danilewsky gegeben, 
welcher vermutete, dafi Chymosin die Riickverwandlung der 
Peptone in Eiweii verwirkliche. 

Daraus erklirte sich (teleologisch) das konstante Ver- 
haltnis zwischen Trypsin und Chymosin, da beide Fermente 
eine und dieselbe Aufgabe der Eiweifassimilation, nur in zwei 
nacheinander folgenden Phasen erfillen, und da es aus der 
Biologie der Fermente genug bekannt ist, daf die Ausscheidung 
der Fermente sich den physiologischen Bediirfnissen anpabt, 
kein Wunder also, dafBi zwei Fermente, die eine und dieselbe 
physiologische Arbeit der Assimilation leisten, in konstantem 
Verhiltnis zueinander ausgeschieden werden. Danilewskys 
Ansicht erklirte ferner das Vorhandensein von Chymosin im 
Magensaft der Nichtsiiuger, in Bakterien, in héheren Pflanzen, 
mit einem Worte, tiberall da, wo ein proteolytisches Ferment 
sich vorfindet. 

Aber ich bin jetzt zur Kenntnis einiger Tatsachen ge- 
langt, welche hinweisen, daB die Plasteinbildung, also die 


‘) Journal of Physiology, 1903. 
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Rickverwandlung der Peptone in Eiweif, eine umgekelrte 
Reaktion des Pepsins ist. Damit fallt Danilewskys Erklérung 
von selbst und es erhebt sich von neuem die Frage: welche 
physiologische Aufgabe erfillt das Labferment in allen den 
Fillen, wo es mit der Milch gar nicht zusammentreffen kann ? 

Diese Frage ist durch Pawlows Vermutung zwar. nicht 
gelost, aber doch iiberfliissig geworden. Es existiert tberhaupt 
kein Labferment, es gibt keine Labwirkung. Pawlow meint, 
dafi die Labwirkung eine umgekehrte Pepsinreaktion ist. Weiter 
unten spreche ich, gestiitzt auf gewisse Tatsachen, eine andere 
Ansicht aus. Aberdem Grundgedanken Pawlows von der Identitiit 
der beiden Fermente pflichte ich vollig bei. Diesem Gedanken 
haben von vornherein dreierlei Bedenken entgegengestanden: 

1. Die MoOglichkeit einer isolierten Darstellung von Pepsin 
und Chymosin nach den Methoden von Hammarsten. Dieser 
Kinwand ist von Pawlow weggeriitumt worden. 

2. Verschiedenartige Regelmiibigkeiten, welche bei den 
verschiedenen Konzentrationen von beiden Fermenten sich be- 
merken lassen. 

3. Pepsin wirkt nur bei saurer, Chymosin soll auch bei 
neutraler und alkalischer Reaktion wirken. 

Die zwei letzteren Schwierigkeiten sind durch Pawlow 
nicht weggeriumt worden. Ich gehe zunichst zur Besprechung 
des zweiten Punktes iiber. 


Chymosinversuche. 


Soxhlet war der erste, welcher das Verhialtnis zwischen 
der Konzentration des Labfermentes und der Gerinnungszeit 
feststellte; nach seinen Versuchen ist die Intensitiit der Lab- 
wirkung der Fermentmenge direkt proportional, die Gerinnungs- 
zeiten den Fermentmengen umgekehrt proportional oder das 
Produkt aus Fermentmenge (c) und Gerinnungszeit (t) ist eine 
konstante Grofe ct = const. 

Aber schon nach den Versuchen von Soxhlet. selbst 
wilt die angefiihrte Gleichung nur fiir gewisse, nicht allzu kleine 
Fermentkonzentrationen. Bei den wachsenden Verdiinnungen 
weicht die beobachtete Gerinnungszeit von der berechneten 
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mehr oder weniger ab. Um diese Tatsachen zu kontrollieren 
und um die Grenzen festzustellen, innerhalb deren die Soxhletsche 
Regel ihre bedeutung bewahrt, unternahmen wir eine Reihe 
von Gerinnungsversuchen, welche teils in Probiergliischen, teils 
in dem Apparate ausgefiihrt sind, welcher in der Arbeit von 
A. Winogradow beschrieben ist.?) 

Die Versuche sind teils mit natiirlichem Magensaft vom 
Hunde, teils mit kiinstlichem Magensaft aus der Magenschleim- 
haut vom Schwein ausgefiihrt. Der natiirliche Magensaft wurde 
mit Salzsiure von demselben ‘Titer, wie der Saft selbst, ver- 
diinnt: den kiinstlichen Magensaft, der immer decinormal war, 
verdiinnten wir mit einer decinormalen Salzsiiure. Zur Berech- 
nung der theoretischen Gerinnungszeiten verfuhren wir folgender- 
mafen. Da beim Vermischen des Fermentes mit der Milch 
eine kurze Zeit zwischen dem Andriicken des Sekundenmessers 
und dem wirklichen Vermisechen der Flissigkeiten vergeht, so 
muff man eine gewisse, fiir eine Reihe von Versuchen konstante 
Grobe von den berechneten Zeiten in Abzug bringen. Die 
Grobe dieser Konstante berechnet sich aus der Gleichung 

1Ot, , 
wo t, die beobachtete Gerinnungszeit mit dem reinen Saft, 
t, die mit dem zehnfach verdiinnten Saft und x die zu 


x => —>— —" = 


bestimmende Konstante ist. 

Ich fiihre einen Versuch als Beispiel an (Tabelle I). Alle 
ibrigen Versuche sind weiter unten tabellarisch zusammen- 
gestellt (Tabelle I). 

In der Tabelle Il ist dasselbe Tatsachenmaterial, wie in 
der Tabelle Il, in einer mehr iibersichtlichen Form zusammen- 
gestellt. Die Zahlen der Tabelle Il sind dabei folgendermaben 
umgerechnet. Nach der Soxhletschen Forme! ct = const. be- 
rechnet man die Soxhietsche Konstante, indem man die Ge- 
rinnungszeit durch die Fermentkonzentration multipliziert. Des 
leichteren Vergleiches halber sind weiter die fiir den unver- 
diinnten Saft so gewonnenen Zahlen gleich 100 gesetzt und 
alle tbrigen demgemabh in °/o der Zahlen der ersten Kolonne 
berechnet. 

') Pflugers Archiv, Bd. LXXXVII. 
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Tabelle I. 
Versuch II. 
Natiirlicher Hundemagensaft. 


Gerinnungszeiten in Sekunden. 

























Derselbe Saft verdiinnt 
Reiner Saft 
5 fach 20 fach 30 fach MW) fach 
t,7 123 44 85 | 120 
$3 12 a QI) 130 
4,3 10 — o — 
£3 — — - 
3.2 - a oa 
Mittel 41 11.6 44 87,5 | 12: 
Minus Konstante 1,7 92 41.6 81 1226 
Theorie 1,7 8.5 34 | D1 | 68 





Von allen iibrigen Versuchen fiihre ich der Raumersparnis 
wegen nur die Mittelzahlen in der Tabelle II an. 
Tabelle II. 


Gerinnungszeiten (Mittelzahlen) bei verschiedenen Konzentrationen des 


Labfermentes (in Sekunden). 














lala | Derselbe Saft verdiinnt a - 
saft | O-, | 10- | 20- | 30- | 40- | 50- | 80- | 100- | 150- | 200- 10000- 
fach|fach |fach |fach |fach| fach |fach| fach | fach | fach | fach 

38 | — |2a7)905] — tos] — [emi — | — | 

17 | 92 L4 | 87,5] 125 ae oe 

a8 | —|as1|—|—|— | 26¢8|—| se7| 970 | — | — 
21 | — j212) — | —| — | 1014) —] — a 2 me Te 
54 — 51,5 - —— aaa | 782; — | — — 
6,3 63,2 _ — | mm! COO), — | — 

6.5 GES) nce] ew | om — |Keine Ger. — — | 

5,2 51,6 307,6| — | 657 | — | 2485 | 

D,6 D6 - | — — |—} 2400; — — | 10800 
a? ee) Se ee en ee Le ee 
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Tabelle III. 
Die Soxhletsche Konstante (= 100) bel verschiedenen Konzentrationen 
des Labfermentes. 














— | _ Derselbe Saft verdiinnt f - 

Saft a | 10- | 20- | 30- | 40- 50- | 80- | 100- 150- 200- | 1000- 
, fach|fach fach |fach fach jfach | fach | fach | fach | fach | fach 
100 | — | 99) 160) — | 167) — | 202 : — — 
100 7108! — |129 171 183 — — 

100 |} — |100; — | — | — ; 139; — 138 170 — anes 
100 j — |}101; — — —)|) 9 — — : ~~ 
100 | — | 9%) — | — | - _ = 145 _ 
100 | 100; — | — ij —j— —- 143 —- — 

100 | — ;101' — | —;—)! — : Keine Ger, = — _— —_ 
100 } — | 99, — |; — | — 118; — 126 239 — 
100 | — ,100, — | — | — | — ~ 429 - 1928 
100 | — 106 — —), — | — —- 212 - — 

100 |100| 126} —| —|—|—| — | 186 | i 





Aus den Tabellen II und II] kann man den Schlub ziehen, 
dai die Soxhletsche Regel nur fiir kleine Zeitintervalle (in 
unseren Versuchen hodchstens 10 Minuten) Geltung hat. Nimmt 
die Gerinnung mehr Zeit in Anspruch, so weicht die beobachtete 
Gerinnungszeit mehr und mehr von der berechneten ab. 

Pepsinversuche. 

Die Intensitit der Verdauung mit Pepsin, nach der Menge 
der Verdauungsprodukte gemessen, ist ceteris paribus der Quadrat- 
wurzel aus der Pepsinkonzentration direkt proportional. Diese 
Regel wurde zuerst von Schiitz sen.!) und (unabhiingig von 
ihm) von Prof. Borissow?) entdeckt, von Schiitz jun.,3) sowie 
von Schiitz sen. und Huppert bestiitigt. Diese Schititz- 
Borissowsche Regel wird aber von Prof. J. Sjéqvist be- 
stritten. Letzterer stellte eine Proportionalitit in der ersten 
Potenz fest. 


') Diese Zeitschrift, Bd. IX, S. 557. 
*) Dissertation, russisch. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 1. 
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Wir wollen zuniichst diejenigen Arbeiten kritisch besprechen, 
welche fiir die erstere Anschauung eintreten. Von allen Ver- 
suchen dieser Art kénnen, meiner Ansicht nach, nur die von 
Borissow als einwandfrei betrachtet werden. Aber die Bo- 
rissowschen Versuche stehen wegen der besonderen Beding- 
ungen ganz allein da und sollen in einem besonderen Abschnitte 
besprochen werden. Alle tibrigen Arbeiten erwecken gewisse 
Bedenken. 

Schiitz sen. wiihlte, als Mafi der Verdauungskraft, die 
Menge der bei Verdauung sich bildenden Deuteroalbumose. In 
der Tat bestimmte er aber zugleich mit der letzteren auch das 
Pepton von Kiihne, sowie alle die kristallisierbaren Verdauungs- 
produkte, kurz, alle die Produkte der Verdauung, primiire Albu- 
mosen ausgeschlossen, ohne dab ein Grund zu dieser Ausschliebung 
ersichtlich wiire. Wenn man indessen auf Grund der Arbeit von 
Schiitz und Huppert die ganze Menge Verdauungsprodukte ohne 
jede Ausnahme berechnet, so bekommt man Zahlen, welche 
keinesfalls mit den theoretisch berechneten tibereinstimmen, 
wie dies folgende Tabelle IV zeigt, welche ein im angegebenen 
Sinne umgerechnetes Material aus den Tabellen V, VI, VII und 
Vill von Schiitz und Huppert enthalt. 


Tabelle IV. 


Theorie Versuch 
(V) 03318 0),2283 
0.4586 0.4566 
0.6849 0.6849 
0.9132 0.9132 
(VI) 0,0947 0.4480 
0, 1894 0.1905 
0 2841 0.3069 
0.3708 0.40350 
(VII) 0.3253 Q,7939 
0.6306 0.7867 
0.9759 0.8373 
1.3012 0.8356 
(VIII) 0.2670 0.5158 
0.5340 0,7375 
0 SOLO 0),7028 


1,0680 0,7138 
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Die von Schiitz sen.!) gefundenen Albumosenmengen 
stimmen mit der Theorie wirklich vortrefflich tiberein. Aber 
Schititz selbst hat in seiner zweiten (mit Huppert publizierten 
Arbeit eine Rethe von Daten erhalten, welche seiner HRegel 
widersprechen. Es ist klar, dafi man aus einem so schwankenden 
Tatsachenmaterial keine bestimmten Schliisse ziehen kann. 

Die Bestimmungsmethode von Schiitz jun. war vorwurfs- 
frei, da er als Ma®B der Verdauungskraft den gesamten Stick- 
stoff aller Verdauungsprodukte wiihlte. Die erhaltenen Zahlen 
stimmen mit der Theorie sehr gut iiberein. Aber die gebrauchte 
Pepsinldsung war sehr schwach; sie wurde durch Auflésen von 
2 g kéuflichen Pepsins in 100 | schwacher Salzsiiure erhalten. 
Die Losung war so sehwach, dab die Mettschen Rohren darin 
innerhalb 10 Stunden gar nicht angegriffen wurden. 

Ich will nicht behaupten, dab geringe Konzentrationen 
des Fermentes selbst bedenklich wiiren. Aber als Schiitz sein 
Priparat in einer grOferen Konzentration anwendete, zeigte 
sich, daB seine Regel fiir diese hOheren Fermentkonzentrationen 
nicht mehr giiltig ist, und je konzentriertere LOsungen in An- 
wendung kamen, desto grofere Abweichungen von der Regel 
lieBen sich bemerken. Diese Tatsache kann meiner Ansicht nach 
nur folgendermafen erklért werden. Das Priiparat von Schiitz 
war wahrscheinlich (wie fast alle kiuflichen Pepsinpriiparate) 
durch Selbstverdauung der Schleimhaut gewonnen. In diesem 
Falle enthielt das Priiparat zweifellos Antipepsin. Somit driicken 
die Zahlen von Schiitz eine Resultante von zwei entgegen- 
gesetzten Komponenten aus: die Menge der Verdauungspro- 
dukte war in seinen Versuchen jedesmal durch die katalysierende 
Wirkung des Pepsins und die antikatalysierende Wirkung des 
Antipepsins bestimmt. Da die relative Menge beider, sowie die 
Gesetze ihrer Wirkungen unbekannt sind, so driicken die Zahlen 
von Schiitz eine Summe von zwei unbekannten GroOfen aus, 
Daraus erklirt sich, dafi seine Regel nur fiir bestimmte Zeit- 
dauern gilt; fiir andere Zeitintervalle ist sie schon eine andere. 
Ich hebe alle diese Umstiinde besonders darum hervor, 


') Diese Zeitschrift, Bd. IX, S. 577. 
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weil wir eine einwandfreie Arbeit von J. SjOqvist!) haben, 
welche fiir Pepsin eine ganz andere Regel ergibt, und zwar 
dieselbe, welche auch fiir das Chymosin giiltig ist. Die Zahlen 
von SjOqvist sind so genau, daB man aus denselben eine ge- 
wOhnliche monomolekuliire Gleichung ableiten konnte, und da- 
bel betrug die mittlere Abweichung der Daten von der Theorie 
nur 1,6°/o, die gréBte Abweichung nur 4,3°/o der theoretisch 
berechneten Gréfe, kurz, es liegen hier vortreffliche Zahlen 
vor, welche durch sehr genaue Methoden unter verschiedenen 
Bedingungen erhalten sind. Aus seinen Versuchen leitet Sjoqvist 
die Gleichung 


dx : 
= Const. P (a—x) 
dt 
d. h. die Geschwindigkeit der Reaktion (oder die Menge — dx — 
der in dem Zeitelement —— dt — sich bildenden Verdauungs- 


produkte) ist zu jedem Moment ceteris paribus der ersten 
Potenz der Pepsinkonzentration (P) proportional. 

Wir haben also zwei Arbeiten iiber das uns interessierende 
Thema, die von Schiitz jun. und diejenige von SjOqvist, 
welche zu entgegengesetzten Schliissen fiihren. Aus den oben 
angefiihrten Griinden halte ich den SchlubB von Sjéqvist fiir 
wahrscheinlicher. Wenn man sich aber auf den Standpunkt 
von Schiitz stellen will, so mub man doch zugeben, dab die 
Proportionalitaét der halben Potenz nur fiir ganz bestimmte 
Bedingungen, niimlich fiir grobe Zeitintervalle giltig ist. Wie 
das Gesetz fiir kiirzere Zeitintervalle ausfillt, wissen wir aus 
der Arbeit von Schiitz nicht; wir wissen nur, daf hier eine 
andere Gesetzmiibigkeit obwaltet. 

Um die vergleichbaren Daten zu erhalten, ist es also 
notig, die Anwendbarkeit der Schiitz-Borissowschen Regel 
fiir kiirzere Zeitintervalle zu priifen. Ohne diese Priifung kann 
man die Identitiit der beiden Fermente weder bestitigen,?) noch 
widerlegen, weil die Regeln fir Pepsin und Chymosin so lauten: 

1. Die Intensitiit der Chymosinkatalyse ist der ersten Po- 


') Skand. Arch. f. Physiol., Bd. V. 
?) Gewif nur, wenn man die Arbeit von Sjéqvist nicht beriick- 
sichtigt, was ubrigens unbegreiflicherweise oft stattfindet. 
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tenz der Fermentkonzentration proportional; diese Regel gilt 
aber nur fiir kurze Zeitdauer; die fiir lingere Zeitintervalle 
giiltige Regel kennen wir nicht, wir wissen nur, dab sie eine 
andere ist, als die fiir kiirzere Zeiten. 

2. Die Intensitaét der Pepsinkatalyse (nach Schiitz) ist 
der Quadratwurzel aus der Fermentkonzentration proportional, 
aber das ist nur fiir lange Zeitdauer der Fall (10 Stunden). 
Die Regel fiir kurze Zeitintervalle lautet anders, aber wie, das 
wissen wir nicht. 

Um die Pepsinregel fiir kurze Zeitdauer zu priifen, haben 
wir die alte Griitznersche Methode gebraucht, die bekannt- 
lich darin besteht, dab man mit Carmin gefarbte Fibrinflocken 
der Verdauung unterwirft und die Menge der Verdauungspro- 
dukte nach der Intensitiét der in LOsung gehenden Farbe be- 
stimmt. Wenn man streng neutrale!) Carminlésungen zum 
Firben anwendet, so gibt das gefirbte Fibrin wirklich keine 
Farbe an die 0,2-—0,4°/o Salzsdure ab. Von dem trockenen 
(durch Alkoholather-Behandlung getrocknet) Fibrin wurden gleiche 
Mengen abgewogen und in eine Reihe von Probiergliischen 
hineingebracht, in denen sich FermentlOsungen von verschiedenen 
Konzentrationen befanden. Nach Ablauf von 10—15 Minuten 
wurde der Inhalt der Probiergliser auf Marlifilter gegossen 
und die Intensitét der Farbe in den Filtraten mit dem Du- 
bosqschen Kolorimeter verglichen. Es wurde bei jedem zu ver- 
gleichenden Paare 6mal abgelesen und aus den Mittelzahlen 
die relative Menge der Verdauungsprodukte berechnet. In der 
Tabelle V sind die Resultate der Versuche zusammengestellt; 
dabei wurde in allen Versuchen die Menge der Verdauungs- 
produkte in dem 16-fach verdiinnten Safte gleich eins gesetzt 
und alle die tibrigen Zahlen in dieser Einheit ausgedriickt. 

Aus den angefiihrten Zahlen ist ersichtlich, dai die In- 
tensitit der Verdauung fiir kurze Zeitintervalle der ersten Po- 
tenz der Fermentkonzentration proportional ist. 

Im Hinblick auf die Resultate von Sjéqvist und die 
meinigen sehe ich mich zu folgender Schlubfolgerung veranlabt. 

1) Durch langeres Digerieren auf dem Wasserbad vom Ammoniak- 
iiberschuf befreit. | 
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Pepsin- und Chymosinkatalyse folgen bei verschiedenen 


Fermentkonzentrationen einer und derselben Regel. 


somit ist 


das zweite Bedenken gegen die Ansicht von Pawlow aufge- 


hoben. 


Tabelle V. 


Intensitét der Verdauung bei verschiedenen Pepsinkonzentrationen. 


























vs Verdtiinnung Reiner 
des 
Versuches : 16 i:8 1: 4 2 Magensaft 
) | 
1 1.7 37 | 8&2 16,0 
2 ! 24 | — | 74 16,0 
3 ! 17 | 34 | 74 14.6 
4 i 1.9 38 | 84 15.2 
) l 19 3,4 | 8.4 15,2 
6 19 | 88 17,6 
7 18 L 4 | 7,2 16.0 
8 ! 1.9 42 | 80 16,8 
9 19 38 | 15.2 
10 | = —- | = 16,0 
{1 ! = —- | 15.2 
12 1 va a 15,2 
13 ! _ om 16,8 
Lf ; 2 ww = we 16,0 
Mittel 1 1.9 3.8 8.0 15,8 
‘Theorie — | | 
J Ve L | 41,4 20 | 28 4,0 
iF Ver | 
lheorie | | | 
Jo 1 | 20 4.0 | 8.0 16,0 
is | | 








l’ber die Ursache der Borissowschen Anomalie. 


Die Pepsinregel von SjOqvist ist indessen ungiiltig fiir 


einen besonderen Fall, niimlich fiir die Mettschen Ro6hren. Es 


ist von borissow an einem sehr zahlreichen Tatsachenmaterial 
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konstatiert und von allen anderen Forschern bestiitigt worden, 
daB die Pepsinwirkung bei Anwendung von Rohren der Quadrat- 
wurzel der Fermentkonzentration proportional ist. Es existiert 
also ein schroffer Widerspruch, der erklart werden mul. Diese 
Erklirung geben folgende Versuche. 

Im Falle der Eiweifbrohren handelt es sich um ein zwei- 
phasiges System, wasserige Losung und Eiweibgel. Ohne in die 
Natur des letzteren tiefer einzudringen, mul man doch an- 
nehmen, dah die zweite Phase physikalisch von der ersteren 
einigermafen verschieden ist. Die Pepsinwirkung findet nur 
innerhalb des Eiweifkoagulums statt. Indessen kann man ver- 
muten, dab die Konzentration des Pepsins in dem Eiweiikoa- 
gulum eine andere ist, als in der sie umgebenden wiisserigen 
Fliissigkeit. Borissow nahm die Fermentkonzentration inner- 
halb des Koagulums derjenigen in der Fliissigkeit gleich und 
berechnete unter dieser Voraussetzung seine Regel. Diese An- 
nahme ist aber ganz unbewiesen und kaum wahrscheinlich. 
Es entsteht also die Frage, ob Pepsin innerhalb des EKiweibgels 
in derselben Konzentration sich befindet, wie in dem umgebenden 
Medium. Um dieser Frage elwas niiher zu treten, machten 
wir eine Reihe von Versuchen, bei denen die Konzentration 
des Pepsins im Gel wirklich bekannt war und priften unter 
diesen Bedingungen die Regel von Borissow. 

Um eine bekannte Pepsinkonzentration innerhalb des Eiweib- 
sels zu erhalten, bereiteten wir statt der Eiweibrohren Gelatine- 
rohren. bBesondere Versuche zeigten, daf} solche Rohren, mit 
reiner Gelatine gefillt, nach der Borissowschen Kegel ver- 
daut werden. Wenn man aber die in die Rohren kommende 
Gelatine vorher mit einer neutralen FermentlOsung vermischt 
und die so mit Ferment beladenen Rohren in eine schwache 
Salzsiiurel6sung (dezinormal) wirft, so zeigen die Rohren eine 
andere Regel, die mit der von SjOqvist abgeleiteten voll- 
kommen iubereinstimmt. 

Wir gebrauchten zu diesen Versuchen eine starke (30 bis 
40°/9) Aufldsung von kiauflicher roter Gelatine und vermischten 
einige Portionen der Gelatineldsung bei 40° mit dem gleichen 
Volumen eines wisserigen Auszuges aus der Magenschleimhaut 
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des Schweines. Der Auszug kam rein oder mit Wasser zwei- 
mal, viermal etc. verdiinnt in Anwendung. Mit diesen Ferment- 
gelatinegemischen fiillte man die ROhren; sie wurden dann auf 
Eis gelegt und nach dem Festwerden in die dezinormale Salz- 
siure gebracht, in der die Rohren bei Zimmertemperatur inner- 
halb 8—6 Stunden verblieben. Bei der beschriebenen Versuchs- 
anordnung ist man sicher, dafi die im Gel angenommene Pepsin- 
konzentration der wirklichen gleicht. Die Versuche ergaben, 
wie aus der Tabelle VI ersichtlich, eine der ersten Potenz der 
Fermentkonzentration entsprechende Proportionalitat. 


Tabelle VI. 


Linge der verdauten Strecke der mit Ferment beladenen Gelatinerdéhren 














(in mm). 
Fermentlésung | 2 fach | Afach | 8fach | 16fach 
Versuch heenauenaal | verdiinnt | verdiinnt | verdiinnt | verdiinnt 
16 x | Fg. = 8x | Fg.=4x | Fg. = 2x | Fg.= 1x 
| | | 
I | | 6,5 | 3,1 1,5 0,6 
n | 7.0 | - | 0,76 0,42 
Wi | 6,7 | -- ; 1.6 0,8 0,98 
IV | . | 27 | 44 - 
V | 4.8 97 «| a = 
VI | t,0 2.0 | one is | 
Vil ),8 . oa ae ee _ 
vil ao | el oe toe 
xX | 8.5 fee | _ 08 | — 
X 5.6 | 27 | sao jon | on 
| | | 








Wenn man die Zahlen der ersten Kolonne gleich 16 
setzt, so ergeben sich fiir die tibrigen Zahlen Werte, deren 
Mittel in der Tabelle VII zusammengestellt sind. 

Aus diesen Versuchen kann man den Schluf ziehen, dab, 
wenn die Pepsinkonzentrationen im Gel wirklich den ange- 
nommenen entsprechen, die Intensitéat der Verdauung (J, J,) 
der ersten Potenz der Fermentkonzentration (c, ¢,) proportional 
ist. Es liegt nahe, zu vermuten, dai die Fermentkonzentrationen 
innerhalb des Eiweifgels in gewohnlichen Mettschen Rohren 
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andere als im umgebenden Medium sind, und zwar sind die 
Fermentkonzentrationen innerhalb des Eiweibgels viel niedriger 
als in der umgebenden Fiissigkeit. 


Tabelle VII. 





| Fermentgehalt 




















62 | &= |} £22 1 Ba x 
| 
ro —_ | | 
Verdauungskraft 16 8.7 39 | 205 10 
Versuch 
ot ieee asalaikateabeal —_ aos ae 
mT : J Cc : , 
Theorie - =m | 16 8.0 4.0 2.0 1.0 
a C, | 
J fe | Doel 
Theorie —— = l ——~ | 16 11,2 RO | 56 4.0 
5, Ve | | | 





Zum Beweise hierfiir dienen folgende Versuche: Man 
bereitet zwei Mettsche Rohren: in die eine kommt Gelatine 
mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt (unbeladene Réhren) 
hinein, die zweite fillt man mit derselben Gelatinelésung, aber 
mit dem gleichen Volumen wiisserigen Magenschleimhautauszuges 
vermischt. Die zweite Rohre legt man in dezinormale Salz- 
siiure, die erste in den zweifach mit Wasser verdiinnten Schleim- 
hautauszug,!) zu welchem aufberdem Salzsiiture bis zum dezi- 
normalen Titer zugegeben ist. Man hat also die beladenen 
und unbeladenen Réhren unter gleichen Bedingungen vor sich: 
wie die Séurekonzentration, so ist auch der Fermentgehalt 
gleich, nur ist das Ferment in einem Falle (beladene Rohren) 
in dem Gel selbst, also in der Sphare seiner Wirkung, in dem 
anderen Falle (unbeladene Rohren) auberhalb dieser Sphire in 
der umgebenden Fliissigkeit vorhanden und soll somit aus der 
letzteren erst in das Gel gelangen. Die Versuche zeigen, dab 
der Fermentgehalt?) innerhalb des Gels im zweiten Falle viel 
geringer ist, sls im ersten Falle (in beladenen Rohren). Zum 
Beweise dienen folgende Zahlen: 


1) Welcher zur Bereitung der beladenen Roéhren gedient hat. 
*) Nach der Intensitét der Wirkung gemessen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVI. 21 
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Tabelle VIII. 


Linge der verdauten Gelatinesiule in mm. 








—_———- — semen: } —— 








Nummer des Dauer des | seladene | Unbeladene 
Versuches Versuches | Rohre Rohre 
| a | —_ ” 
| | 6 Stunden | 3.8 0.66 
I 6 | 7,2 | 0,32 
| ee | ‘ 
I] 3 | 5,8 | 0,6 
lV 6 , 8.5 0.7 


Wir haben also im Falle der Mettschen Rohren sehr 
verwickelte Verhiiltnisse: es teilt sich das Pepsin zwischen 
zwei Phasen in verschiedenen Konzentrationen auf und man 
kann vermuten, daf die Borissowsche Regel nicht die Wirkungs- 
weise des Fermentes, sondern das Teilungsverhaltnis zwischen 
beiden Phasen ausdrtickt. In der Tat kennen wir, dank den 
Versuchen von Nernst,!) einen Fall, in dem die Verhiiltnisse 
den bei den Mettschen RoOhren obwaltenden ganz analog sind. 
Ich meine hiermit das Teilungsverhiéltnis der Benzoesiiure 
zwischen Benzol und Wasser, wobei die Konzentrationen ©, 
und c, in beiden Medien anstatt der gewohnlichen Forme! 


c ,; a ce." ‘ - 
—1. — const. in der Gleichung me] = const. sich ausdriicken. 
Ce i 
, a : ‘ c : F 
Die letzte Gleichung in der Form —~— = const. ist zugleich 
Ve 


ein Ausdruck fiir die Borissowsche Regel, weil die Konzen- 
tration des Pepsins (Verdauungskraft) innerhalb des Eiweibgels 
der Quadratwurzel der Konzentration in der Fliissigkeit pro- 
portional ist. 

Ks ist bekannt, dal die Benzoeséure im Falle von Nernst 
in beiden Medien ungleiche Molekiile bildet. Wenn wir also 
die Borissowsche Regel mit diesem Falle in eine Parallele 
stellen, so mussen wir annehmen, daf} Pepsinmolekiile beim 
Ubergang aus der Fliissigkeit ins Gel sich verdoppeln. Das is! 
wohl annehmbar, da die Kolloide in verschiedenen Losungs- 


') Zeitschrift f. physikalische Chemie, Bd. VIII. 
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mitteln bekanntlich physikalisch verschiedene Liésungen geben. 

So unterscheiden sich z. B. die LOsungen von Eiweibkorpern 

in Wasser, Soda oder Neutralsalzl6sungen durch ihr iiuberes 

Aussehen, Filtrierbarkeit, Koagulationspunkt usw. Vom mole- 

kularen Standpunkte aus kann man diese Verschiedenheiten 

nur in dem ungleichen Molekulargewichte des Eiweibes sehen. 
Cy 


Die Formel 7 — = const. ist fiir die Mettschen Rohren 
- 


2 
eben darum anzunehmen, weil die beladenen Roéhren eine Pro- 
portionalitat der ersten Potenz, die unbeladenen eine solche 
der halben Potenz zeigen. Es bedarf also diese Formel keiner 
besonderen experimentellen Priifung. Sie kann aus den Ver- 
suchen mit beladenen und unbeladenen Roéhren abgeleitet werden. 
Aber ich kann auch zum Beweise der Formel zwei Versuche 
anfiihren, welche mit reinem und zweifach verdiinntem Magen- 
safte ausgefiihrt worden sind, und zwar unter den oben be- 
schriebenen Bedingungen, d. h. bei gleichen Konzentrationen 
des Fermentes, das eine Mal im Gel selbst, das andere Mal in 
der umgebenden Fliissigkeit. Nach der Formel sollen die Quadrat- 
wurzeln aus der Liinge der verdauten Kiweibstrecke in beladenen 
Rohren zur Liinge der geloOsten Gelatinesaule in unbeladenen 
Rohren in einem und demselben Versuche bei verschiedenen 
Fermentkonzentrationen in einem konstanten Verhiiltnis zu- 
einander stehen. (Siehe Tabelle IX auf folgender Seite.) 

Somit erklirt sich die Anomalie von Borissow aus dem 
Teilungsgesetze des Pepsins zwischen Wasser und Eiweibgel. 
Die physikalische Ursache des Quadratwurzelgesetzes liegt wahr- 
scheinlich in der Ungleichheit der MolekiilgréBe des Fermentes 
in beiden Medien. 


Uber die angebliche Wirksamkeit des Chymosins bei 
neutraler Reaktion. 


Der dritte Unterschied zwischen Pepsin und Chymosin 
ist nur ein scheinbarer. Es ist allbekannt, daB neutrale LOsungen 
von Chymosin die Milch koagulieren kOnnen, aber Chymosin 
wirkt dabei durchaus nicht bei neutraler Reaktion. Die Milch 
ist keine neutrale Fliissigkeit, sie besitzt bekanntlich amphotere 


21* 
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Reaktion, d. h. es sind darin auch die fiir Pepsin notigen H-lonen 
vorhanden. Nach dem bekannten Schema der Dissoziation von 
Monokaliumphosphat haben wir 

KH,PO, 


r™, 

K H,PO, 
rs 
H HPO, 


Tabelle IX. 








a | Beladene | Unbeladene | 
Dauer des} Ferment-| Réhren | Rohren | 




















Versuch | Konstante 
bn | | verdaut | verdaut 
'Versuches! gehalt | 
| mms mm 
| | | 
| | | 0,66 a 
| 2x | 38 0,66 — 34 
V3.8 
] 6 Stunden | 
, | 0,43 = 
X 1.6 0.43 | om 354 
| | V1.6 
3) a 
|} 2x 12,7 3,D —— = 0,97 
| V127 
II 15 Stunden | 
2.3 
I x 7,4 2.3 0 
V7.4 











Courant!) zeigte durch genaue Versuche, dai Casein in 
neutralen Lésungen mit Lab gar nicht gerinnt; es gerinnt nur 
in sauer reagierenden Phosphatlésungen. Somit ist bewiesen, 
dafi Chymosin, ebenso wie Pepsin nur in Anwesenheit von 
H-lonen wirkt: es ist dabei natiirlich ganz gleichgiiltig, ob 
die H-lonen von den Siiuren oder von den sauren Phosphaten 
sich abspalten. 

Von dem Standpunkte der Theorie der elektrolytischen 
Dissoziation war es von vornherein unzweifelhaft, daB Pepsin 
in sauren PhosphatlOsungen seine Wirkung bewahren mub. 
Die experimentelle Aufgabe bestand nur in der Bestatigung 
dieser Tatsache. Zu diesem Zwecke setzte ich einem neutral 





1) Pfliigers Archiv, Bd. L. 
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reagierenden wisserigen Auszuge der Magenschleimhaut vom 
Schwein 0,5°/oiges Monokaliumphosphat zu. Die Fliissigkeit ver- 
ursachte innerhalb 24 Stunden keinen Schwefelniederschlag in 
einer Hyposulfitlbsung, es war also in thr keine freie Siaure 
vorhanden. ‘Trotzdem verdaute diese PhosphatfermentlOsung 
sowohl gekochte Fibrinflocken, als auch Mettsche Rohren, nur 
begreiflicherweise langsamer, als der gewohnliche salzsaure 
Mavgensaft. 
SchluB. 

Nach den angefiihrten Versuchen bleibt kein wesentlicher 
Unterschied zwischen Pepsin und Chymosin tibrig. Es wirde 
also ein Wortstreil sein, ob wir die beiden Fermente mit 
einem oder mit zwei verschiedenen Namen bezeichnen. Es 
existiert in dem Magensaft nur ein einziges Ferment, welches 
beide Wirkungen, die proteolytische und die milchkoagulierende, 
hat. Dadurch bekommt auch das riitselhafte Vorhandensein 
yon Chymosin im Magensaft von Fischen, Fréschen, in dem 
Pflanzenreiche usw., tiberhaupt da, wo das proteolytische Ferment 
sich vorfindet, eine einfache Erklarung; es kann nicht anders 
sein, weil das proteolytische und das milchkoagulierende Ferment 
ein und derselbe Stoff ist. 

In dieser Hinsicht pflichte ich den Ansichten von Pawlow 
bei. Ich kann mit ihm nur in seiner Deutung der Milch- 
gerinnung nicht ibereinstimmen. Pawlow erklart bekanntlich 
die Milchgerinnung als die riickliufige Wirkung des Pepsins, 
als die umgekehrte, also proteosynthetische Reaktion. Vom 
allgemeinen chemischen Standpunkte aus ist diese Ansicht 
kaum annehmbar. Das Casein ist kein Verdauungsprodukt, es 
ist ein natives Eiweib, von hohem Molekulargewicht. Die der 
Pepsinwirkung entgegengesetzte Reaktion beginnt — ebenso wie 
dies bei anderen Fermenten der Fall ist — erst nach der An- 
sammlung von Produkten der direkten, also proteolytischen 
Reaktion. Ich bin im Besitze einiger Versuchsergebnisse, welche 
es wahrscheinlich machen, dai die Plasteinbildung eben diese 
umgekehrte Reaktion des Pepsins ist. Somit kann man die 
Labgerinnung unméglich fiir die umgekehrte Reaktion des 
Pepsins erklaren. 
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Casein gibt mit Pepsin eine Reihe von Albumosen und 
diese letzteren geben dann weiter Plastein. Ob aber ein nativer 
Eiweifikorper eine Verwandlung in einen anderen nativen (d. h, 
hochmolekularen) Eiweibkorper unter dem Einflusse des Pepsins 
erfiihrt, ist zweifelhaft und sogar schwer begreiflich. 

Man kann die Labgerinnung der Milch als Anfang ihrer 
Verdauung betrachten. Es bilden sich bekanntlich bei der Lab- 
gerinnung zwel Produkte, Molkeneiweib und Kise. Die beiden 
sind loslich und nur das Calciumsalz des Kiises ist in Wasser 
unloslich. Die Labgerinnung ist also unzweifelhaft eine Spaltung: 
dabei bildet sich ein typisches Verdauungsprodukt, Molken- 
eiweif, das bekanntlich albumoseniihnlich ist. Der Unterschied 
der Labgerinnung von anderen Verdauungsprozessen — beruht 
nur darauf, daf sich dabei ein Niederschlag bildet. Aber die 
Ausfiillung des Kiises hat mit der Fermentation selbst gar nichts 
gemein; sie ist eine Begleiterscheinung. AuBerdem wird die 
Caseinverdauung auch in spiiteren Stadien von solchen Nieder- 
schlagsbildungen (Paranucleine verschiedener Zusammensetzung) 
begleitet. Man kann also die bildung der Niederschlage als 
etwas fiir die Cascinverdauung Charakteristisches betrachten und 
die Labgerinnung als ersten Anfang dieses Prozesses ansehen. 

Ks existiert also nicht nur kein besonderes Labferment, 
sondern es existiert auch keine Labwirkung; die letztere ist 
nur eine maskierte Verdauung des Caseins. 

Um diese Ansicht zu unterstiitzen, kann ich auf die be- 
kannte Hemmung der Labgerinnung durch Albumosen hinweisen. 
Wenn die Kiisebildung eine umgekehrte Reaktion des Pepsins 
wiire, so wiire es unbegreiflich, warum die Verdauungsprodukte 
diese umgekehrte Reaktion verlangsamen. Wenn aber die Lab- 
gerinnung nichts anderes als Caseinverdauung ist, so erscheint 
die hemmende Wirkung der Albumosen leicht begreiflich. Ge- 
wih mu man die Nebenwirkungen der letzteren dabei aus- 
schlieBen. Von diesen Nebenwirkungen fallt hauptsachlich die 
Salzsiiurebindung durch Albumosen ins Auge. Aber die weiter 
unten angefiihrten Versuche zeigen, daB die hemmende Wirkung 
von der Salzsiiurebindung ganz unabhingig ist und sich sogar 
in neutralen Fliissigkeiten zeigt. 
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Die Tabelle X enthalt die Resultate der Versuche, in 
denen Milech mit verschiedenen Mengen einer stirkeren Pepton- 
lisung (ca. 30°/o) vermischt wurde. Die polarimetrische Unter- 
suchung nach Ostwald (d. h. die Ermittelung der Inversions- 
hemmung durch die Peptonlosung) zeigte, dai 1 cem Pepton- 
lisung 6,66 mg Salzsiiure binden kann. Der Gehalt der freien 
Salzsiiure (titrimetrisch bestimmt) war 0.005475 ¢ in 1 cem 
des Saftes gleich. Unter der Rubrik «Gerinnungszeiten» sind 
die Mittel aus 8 —15 Einzelbestimmungen der Gerinnungsdauern 


angegeben. 
Tabelle X. 


Die hemmende Wirkung der Peptonlésung auf die Milchgerinnung. 
5 5 es) 








| 


| : . : , | Gerinnungs- 
Milch Wasser |Peptonlésung Magensaft © 





Nr. zen 
i; ¢cem | eem ecm cem ' Sekunden 

| 10 t - | 29.8 
II 10) | 4 I 791,0 
I 10 3 | -_ 34,1 
IV 10 me | 3 { 484.8 
Vo | 10 $ |; 389 
VI 10 ma 2 1 160,5 
Vil 10 ft « | 45,7 
vil | 10 an l 119.0 


Wenn die hemmende Wirkung der Peptonlésung nur von 
der Bindung der Salzsiiture abhiingen wiirde, ware es unbe- 
ereiflich, warum die Vermehrung der PeptonlOsung von 1 cem 
ab die hemmende Wirkung vermehrt. In der Tat bindet 1 eem 
der Peptonldsung 6,66 mg HCl; 1 ecm des Magensaftes ent- 
hilt, wie gesagt, 5,475 mg HCl: demgemiifi wird die ganze 
im Magensafte vorhandene Salzsiiure schon von 1 cem der 
Peptonlosung gebunden. 

Hiernach ist es sehr wahrscheinlich, dali die Peptone 
nicht durch ihr Saurebindungsvermogen, sondern als solche, in 
ihrer Kigenschaft als Verdauungsprodukte, die Caseingerinnung 
(= Caseinverdauung) hemmen. Dasselbe beweist auch die 
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Tabelle XI): hier ist ein Versuch angefihrt, in welchem die 
Peptonmenge zwar zureichend war, um die ganze Salzsiiure 
zu binden; dennoch blieb hier die hemmende Wirkung des 
Peptons ganz aus. Der Magensaft, welcher hier in Anwendung 
kam, war von dem friiheren quantitativ etwas verschieden: 
1 ccm des Magensaftes enthielt 2,8835 mg HCl; 1 ccm des 
Peptons war imstande, wie friiher, 6,66 mg HCl zu binden. 


Tabelle XI. 





Salzsaure | Gerin 
rerin- 














, Pepton- Magen-| Salzsiure 
Milch | Wasser Ms - ; “pane durch Pepton 
, 7 lOosung Salt im Gemische gebunden nungszeil 
ecm cem eem ecem | mg mg | Sekunden 
1 1 | I 2.88 | 0 — 145 
0 |; - I 1 2.88 | 2.88 204 
10 0.5 2.88 2 88 14,2 
Tabelle XIL. 
| Neutrali- |. Ge- 
Ver- Pepton- Pankreas- Papayotin-| . 
a sierter rinnungs- 
‘ paar lOsung saft lOsung :; 
such ve" Magensaft = zeit 
cem ecm ecm cem cem ecm | Sekunden 
f 10 | wee 2 . a 268 
\ 10 I 2 — 571.1 
ws 2 ~ “ee 2 — | 18,7 
| 
\ 10 . 2 — 2 — | 426 
j 10 2 _- — 2 — 28 
I] | — 
lio} — 2 - e-ta.—< | ae 
ry J i a -_ | oo 2 | 44,9 
\ 10 — ! - a 
y i 10 2 — | — 2 30.6 
\ 10 ~ 2 —_ | — | 2 B45 


Man kann also in dem dritten Falle, wo 0,5 ccm der 
Peptonlésung zugesetzt wurde, keine Hemmung mehr _nach- 
weisen, obgleich die ganze in dem Gemische vorhandene Salz- 
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siure von 0,5 cem der Peptonlésung gebunden ist. Das ist 
ein weiterer Beweis fiir die Unabhingigkeit der Hemmung von 
der Siurebindung. Endlich beweisen die weiter in der Tabelle XII 
angefiinrten Versuche mit dem neutralisierten Magensafte, dem 
Pankreassaft (natiirlich) und der wiisserigen Losung von Pa- 
payotin dasselbe; in allen diesen Versuchen war die hemmende 
Wirkung der Peptone sehr leicht zu erkennen, obgleich von 
der Siiurebindung hier gewifs keine Kede war. 

Es bleibt also nichts tibrig, als die hemmende Wirkung 
der Peptone ihrer chemischen Natur selbst zuzuschreiben und 
somit die Gerinnung des Caseins als Anfang seiner Verdauung 
zu betrachten. 





Zur Kenntnis der Thymusnucleinsauren. 
Ill. Mitteilung.?) 


Von 
H. Steudel. 


Aus dem physiologischen Institut zu Heidelberg.) 


Der Redaktion zugegangen am 2, Oktober 1905.) 


Bei der Spaltung der Nucleinsiiuren durch siedende Séiuren 
entstehen unter anderen Zersetzungsprodukten Korper sowohl 
aus der Purin- wie aus der Pyrimidingruppe. Beide Korper- 
klassen stehen chemisch in enger Beziehung, weil man sowohl 
Glieder der Puringruppe aus Pyrimidinderivaten aufbauen als 
auch Purinderivate zu Pyrimidinverbindungen abbauen kann: 
auch physiologisch muB eine nahe Verwandtschaft beider Korper- 
klassen, z. B. bei der Entstehung der Harnsiiure im _ Tier- 
organismus, vorausgesetzt werden. Nachdem also das Vor- 
kommen von PyrimidinkOrpern unter den hydrolytischen Zer- 
setzungsprodukten der Nucleinsiiuren festgestellt war, als das 
Thymin als Pyrimidinderivat charakterisiert war und sich ihm 
kurz darauf noch das Cytosin und das Uracil hinzu gesellten, lag 
nichts niher, als auch hier an einen Zusammenhang zwischen 
Purin- und Pyrimidinverbindungen in der Weise zu denken, 
dab die Kérper des einfachen Pyrimidinringes oder wenigstens 
ein Teil von ihnen einer Einwirkung der siedenden Siiuren auf 
die Purinbasen ihre Entstehung verdanken. 

Aber einer solechen Annahme standen doch manche Be- 
denken gegeniiber: so lief sich erstens das Thymin von keinem 
bekannten Purinderivat ableiten, seine Entstehung aus einem 
Purinkern wird auch durch seine Konstitutionsformel wenig 


') I. Mitteilung, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 105. 
Il. Mitteilung, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 402. 
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wahrscheinlich gemacht: ferner wurde in einem besonderen 
Versuch untersucht, ob aus Guanin bei der Einwirkung siedender 
Schwefelsiure Pyrimidinderivate entstiinden, allein auch hier 
lieBen sich keine solehe Verbindungen isolieren. Endlich sprachen 
die Versuche, in denen eine quantitative Bestimmung der Zer- 
setzungsprodukte angestrebt wurde, die bei der Einwirkung 
siedender Séuren auf Nucleinsiiure entstehen, nicht fiir die Auf- 
fassung, dab die Purinbasen Muttersubstanzen der Pyrimidin- 
korper selen. Wurde mit hydrolysierenden Siauren unter Zugabe 
starker Reduktionsmittel gespalten, so wurde gefunden, dab 
z. B. Jodwasserstoffsiure und Phosphor einen  betrichtlichen 
Teil des Guanins, Salzsiure und Zinnchlortir einen groben Teil 
des Guanins und Adenins zerstérte: eine entsprechende Ver- 
mehrung der Pyrimidinfraktionen lief sich aber nicht feststellen, 
hier wurden in samtlichen Versuchen nahezu die gleichen Zahlen 
erhalten, der Anteil der zerstOrten Purinbasen hatte keinen 
EinfluB auf die Grobe des Betrages der Pyrimidinderivate. 

Im weiteren Verfolg dieser Frage habe ich nun einen 
Versuch ausgeftihrt, in dem die Nucleinsiéure so energisch mit 
Schwefelsaure gespalten wurde, daf samtliche Purinbasen zer- 
stort wurden; es ist dies leicht auszufiihren.!) Man sollte denken, 
dafi wenigstens unter solchen Bedingungen sich ein Einflub auf 
die Quantitat der Pyrimidinverbindungen, die gegen siedende 
siuren resistenter wie die Purinbasen sind, zeige; aber auch 
hier hat der Versuch zugunsten der Ansicht entschieden, dab 
die Pyrimidinderivate unabhiangig von den Purinbasen aus dem 
Molekiil der Nucleinsiure bei der Séurespaltung hervorgehen. 

Als Ausgangsmaterial dienten wie bei meinen friiheren 
Untersuchungen 100 ¢ lufttrockenes a-nucleinsaures Kupfer aus 
Thymus. Die Reaktionsfliissigkeit wurde auf 1000 ccm auf- 
gefullt, dann eine Bestimmung des Gesamtstickstoffs gemacht. 

2 ccm, nach Kjeldahl verascht, sattigen 38,8 ccm /10-Oxalsdure 
= 005422 g N = 10,844 oo. 

2 ecm, nach Kjeldahl verascht, siittigen 38,5 ccm ®/1-Oxalsadure 
= 0,05390 g N 10,780° ‘00. 


') Kossel und Neumann, Ber., Bd. XXVUH, S. 2215. 
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Der Gesamtstickstoff in der Zersetzungsflissigkeit betrug 
also 10,812 g N (Durchschnittszahl). 

Nach Entfernung des Kupfers mit Schwefelwasserstoff, dep 
Schwefelsaéure mit Barythydrat und des Ammoniaks durch Kochen 
mit Baryumcarbonat wurde die F'liissigkeit auf 5 Volumprozent 
Schwefelsiiure gebracht und mit Phosphorwolframsiure ausge- 
fallt. Bei der Aufteilung des Phosphorwolframsiureniederschlages 
mit Silbernitrat und Baryt konnten keine Purinbasen erhalten 
werden, es fiel nur Cytosinsilber, das mit Salzsiure vom Silber 
befreit und mit Natriumpikrat ausgefallt wurde. Erhalten wurden 
6,95 g. (Nach einmaligem Umkristallisieren F. P, 270°.) Aus 
dem Filtrat der Phosphorwolframsaurefiillung wurden in_ be- 
kannter Weise 4,992 g Thymin erhalten. 

Nun enthalten 6,95 g Cytosinpikrat 2,25 g Cytosin mit 0,853 g N, 
4,992 ¢ Thymin entsprechen 1,110 g N, 
oder, in Prozenten des Gesamtstickstoffs ausgedriickt : 
Cytosin-N = 7,9°/o 
Thymin-N == 10,3°/o. 

(Es sei zu diesen Zahlen noch bemerkt, dal 81°/o des 
Stickstoffs wiedergefunden wurden, der in der Fliissigkeit vor- 
handen war, in der die Fallung mit Phosphorwolframsaure vor- 
genommen wurde. ) 

Vergleicht man diese Zahlen mit den Resultaten, die ich 
friiher erhalten habe,!) so ergibt sich fiir die in Frage kom- 
menden Werte folgende Ubersicht: 














In Prozenten Bei der Spaltung mit 
des Gesamt- ow _ 
pint daeeaengsest Jodwasser- oe ee Schwefel- | Schwefel- 
stickstoffs Salzsiiure : | 2 
sa stoffsaiure | saure, | sadure, 
gefunden unc sali | 
und _ gewOhniliche | tiefe 
tir Phosphor | Zinnchloriir| Spaltung | Spaltung 
’ ° . > rs - — 
Guanin.... 3,61 | 3,15 10,07 0 
! 
Adenin... . 13,45 4,76 16,39 0 
Cytosin . . ° . 11.45 10,15 11,47 7,9 
TRYMIN.....« 15,88 11,91 | 13,11 10,3 








‘) Diese Zeitschrift, Bd. LXIII, S. 404. 
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Die Menge der Pyrimidinverbindungen hat sich also nicht, 
einer Abnahme der Purinkérper entsprechend, vermehrt und 
man miifte jetzt schon zu ganz gekiinstelten Erklarungsver- 
suchen greifen, wollte man noch linger behaupten, daf die 
Pyrimidinderivate, die man bei Sidurespaltung findet, weiter 
nichts wie Zersetzungsprodukte der Purinbasen seien.!) Mir 
will es auch scheinen, als ob man eine solehe Erklirung ihrer 
Herkunft haufig theoretischen Erwiigungen iiber eine eventuelle 
Struktur der Nucleinséure zuliebe herangezogen habe. 

Die bisher bekannten Elementaranalysen der Nuclein- 
siuren haben zur Aufstellung einer Formel gefiihrt, die von 
Schmiedeberg?) als C,H.,N,,0,,P?, angegeben wird. Fir ein 
Kupfersalz wirde daraus C,,H.,Cu,N,,0,,P, sich ergeben. Auch 
die von mir am nucleinsauren Kupfer ausgeftihrten Analysen 
stimmen einigermafen zu einer solchen Formel, trotzdem ich 
mein Material auf ganz anderem Wege wie Schmiedeberg 
sewonnen habe. Nur die N-Werte sind durchweg zu hoch. 

Die Substanz wurde bei 120° bis zur Gewichtskonstanz 
cetrocknet. Sie braunt sich dabei nicht, nur die griine Farbe 
wird dem Wasserverluste entsprechend blasser und _ heller; 
dann wurde das nucleinsaure Kupfer mit Soda und Salpeter 
verbrannt, das Kupfer als Sulftir und der Phosphor als Magnesium- 
pyrophosphat gewogen. Der Stickstoff wurde nach Kjeldahl 


besummt. 
0.2420 g¢ = 0,0296 g Cu,S = 9,77°/o Cu 
0.2642 » = 0,0300 >» » = 9,07°/o » 
= U,0842 » Mg,P,O, = 8,87°%o P 
0.4986 » = 0.1574 » » == 8.79%o » 
0.2358 g verbrauchen 24,2 ccm "/10-Oxalsaéure 14,37°/0 N 
0.1200 » > 12,4 » > : 14,47°o >» 
0,1344 » > 13,9 >» > 14,48°%/0 >» 
Berechnet : Gefunden: 
Cu 9,10°/o 9,77°/o = 9,07 fo 
P = 8,89°o 8,87°/0  8,79%o 
N > 14,10°/o 14,37°/o 14,47°o 14,48°/o 


‘) Selbstverstandlich soll damit nichts tiber die physiologische 
Beziehung beider Gruppen ausgesagt sein. 
?) Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. XLIII, 8. 57. 
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Aber die Unterbringung der Spaltungsprodukte in diese 
Formel macht grofe Schwierigkeiten. Rechnet man nur je 
ein Molekiil Guanin, Adenin, Thymin und Cytosin als Spaltungs- 
produkte, eine Annahme, die natiirlich ganz hypothetisch ist, 
so erhaélt. man schon 15 Stickstoffatome, wihrend die Forme! 
nur auf 14 .N berechnet ist. Ebenso gibt eine Berechnung der 
Mengen der einzelnen Spaltungskorper, falls sie in molekularen 
Mengen aus der Formel fiir die Nucleinséiure hervorgehen sollen, 
Zahlen, die nicht mit den experimentellen Ergebnissen in Ein- 
klang zu bringen sind. Die Mitteilung soleher Berechnungen 
entbehrt einer Berechtigung, bis die quantitative Aufteilung 
weiter fortgeschritten sein wird. 

Die Untersuchungen werden von mir fortgesetzt werden. 




































Uber die Nuclease. 


Von 
Fritz Sachs. 


(Aus dem physiologischen Institut in Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Oktober 1905.) 


Bereits im Jahre 1865 stellte Béchamp(') die Tatsache 
fest, dab, wenn man Hefe unter Vermeidung der Fiéulnis der 
Kinwirkung des Wassers aussetzt, Phosphorsiiure in Lésung 
iibergeht. Einige Jahre spater fand Schiitzenberger(?), welcher 
die Béchamp’schen Versuche bestitigte, dab auberdem in dem 
nach der Digestion erhaltenen wisserigen Auszug eine gummi- 
iihnliche Substanz, Leucin, Tyrosin, Xanthin, Guanin und Hypo- 
xanthin (angeblich auch Carnin) auftreten. Schiitzenberger 
fabte diesen Vorgang als einen Verdauungsprozef auf. Wihrend 
aber die Entstehung des Leucins, Tyrosins usw. leicht aus einer 
fermentativen Zersetzung von Eiweifsubstanzen erklirt werden 
konnte, wurde der Ursprung des Sarkins, Guanins, Xanthins 
und Hypoxanthins erst klar, als durch die Untersuchungen von 
A. Kossel der genetische Zusammenhang der genannten Purin- 
korper mit den Nucleinstoffen bekannt wurde. (*) Kossel zog 
den Schluf, dab bei dem genannten Vorgange Nuclein zersetzt 
wird(%4) und bestitigte diese Auffassung durch besondere Ver- 
suche. In Hefe, die er unter Wasser bei Korpertemperatur dige- 
rieren liefS, konstatierte er eine Verminderung der Menge der 
Nucleinphosphorsiiure und somit eine Zersetzung des Nucleins.(*) 

Im Jahre 1880 ubertrug Salomon(®) die Schiitzen- 
berger schen Versuche, welche bis dahin nur mit Pflanzenzellen 
angestellt worden waren, auch auf tierische Organe und fand 
in Leber und Muskeln, die er 4—24 Stunden bei Zimmertem- 
peratur liegen lieb, eine Abspaltung von Xanthinkoérpern. 
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Salkowski(®) machte es durch systematische Anwendung 
von antiseptischen Mitteln und mit Hilfe von Kontrollversuchen. 
bei denen nach Erhitzen des Gemisches die entsprechende Wir- 
kung ausblieb, wahrscheinlich, daf die autolytische Zersetzung 
der Nucleinstoffe durch ein Ferment bedingt set. 

Ahnliche Resultate gewannen dann fernerhin Schwie- 
ning (7), Biondi(*), Hahn und Geret(*), Fr. Miiller (2°), 
Kutscher(!!), welcher letztere neben den bereits von Schititzen- 
berger festgestellten Substanzen noch Ammoniak, Histidin, 
Arginin, Lysin, Asparaginsaéure und eine Substanz von der 
Formel C,H,N,O, unter den Produkten dieses Prozesses auffand, 

Hahn und Geret erbrachten einen beweis fiir die enzy- 
matische Natur der Nucleinzersetzung, indem sie auch bei [Di- 
gestion des Buchner’schen Hefeprefsaftes Phosphorsiiure und 
die Nucleinbasen als Abbauprodukte nachweisen konnten. Aus 
dem Umstande, dafi sich unter den Spaltungsprodukten nur ganz 
geringe Spuren von Albumosen und gar keine Peptone fanden, 
glaubten Hahn und Geret, das in Frage kommende Ferment 
sowohl vom Pepsin, wie vom Trypsin wohl unterscheiden zu 
miissen. Ebenso spricht sich Biondi(*) fiir die Existenz eines 
besonderen proteolytischen Fermentes aus. Kutscher(!!) hin- 
gegen weist darauf hin, dab das proteolytische Enzym der Hefe 
Hexonbasen, aber kein Indol und Skatol bildet, da’ es sich 
also ebenso wie das tierische Trypsin verhalt und nicht etwa 
wie die proteolytischen Enzyme der Bakterien. 

Bereits friiher hatte Popoff(??) begonnen, die Wirkung 
von Pepsin und Trypsin auf die Nucleinstoffe zu untersuchen. 
Nach seinen Befunden gehen bei der Verdauung von Thymus- 
brei durch Pepsin nur ganz geringe Mengen Nuclein in Lésung, 
bei der Verdauung durch Pankreatin von Witte aber betriacht- 
liche Mengen, ohne daf} das Nucleinsiuremolekiil selbst dabei 
zersprengt wird. Milroy('%), welcher die Untersuchungen Po- 
poffs im Jahre 1896 fortsetzte, fand, da die aus Thymus, 
roten Blutkérperchen des Vogelblutes und Pankreas dargestellten 
Nucleinkérper durch Pepsin und Trypsin in Lésung itibergefihrt 
werden, ohne eine wesentliche Spaltung zu erleiden. Denn einer- 
seits war die Menge der abgespaltenen Orthophosphorsaure 
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stets (bis auf einen Versuch: Trypsinverdauung der Kernsub- 
stanz des Entenblutes, 47°;o) sehr gering, andrerseits lieB sich 
die Nucleinsiiure unter den geldsten Stoffen nachweisen und 
die Zusammensetzung des unverdauten Restes hatte sich nicht 
veriindert. 

Umber(!*) bestitigte diese Untersuchungen (1901). Er 
fand bei Experimenten mit dem Nucleoproteid des Pankreas 
unter den gelisten Stoffen neben betriichtlichen Mengen von 
Nucleinséure Pepton und die weiteren Abbauprodukte des eigent- 
lichen Eiweiikomplexes. 

Aus allen diesen Versuchen scheint also hervorzugehen, daB 
die eigentlichen proteolytischen Fermente zwar imstande sind, 
Nucleinséure vom Nucleoproteid abzuspalten, nicht aber sie 
weiter zu zerlegen. Da aber bei den Autodigestionsversuchen 
sowohl mit Hefe wie mit tierischen Organen Spaltungsprodakte 
der Nucleinsiure selbst auftreten, so mubte die Selbstverdauung 
von der Trypsin-, resp. Pepsinverdauung wohl unterschieden 
werden. Neuerdings ist von Neuberg und Milchner('5) als 
charakteristischer Unterschied die bei der Autolyse auftretende 
bildung freier reduzierender Pentose aus den Nucleoproteiden 
beschrieben worden. 

Wenn man nun auch aus friheren Untersuchungen eine 
fermentative Zersetzung der Nucleinsdéure annehmen mubte, 
so ist es doch das unbestrittene Verdienst von Araki('$), 
diese zuerst direkt demonstriert zu haben, indem er rein dar- 
cestellte Nucleinsdure der Einwirkung des Fermentes aussetzte. 
Kr wihlte zu seinen Versuchen die von A. Kossel und A. Neu- 
mann(!*) aus der Thymusdriise dargestellte a-Nucleinsaure, 
deren Alkalisalze in wiasseriger LOsung beim Erkalten eine gela- 
tinierende Masse bilden. 

Araki konnte nun durch Einwirkung von Thymus-, Leber-, 
Milzextrakt, Trypsin und Erepsin eine Verfliissigung dieser gela- 
tinierenden Masse konstatieren, wobei die a-Nucleinsiure zu- 
nachst in die b-Saure umgewandelt, wéhrend bei langer fort- 
cesetzter Digestion auch die letztere weiter zerlegt wurde. 
Freie Nucleinbasen, sowie anorganischer Phosphor konnten 
allerdings nicht mit Sicherheit nachgewiesen werden. Be- 
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ziiglich des Trypsins hebt Araki als interessant hervor, das 
die eiweifispaltenden Enzyme im Gegensatz zu den kohlehydrat- 
spaltenden auch Stoffe von so verschiedenartiger Konstitution. 
wie die Nucleinsiiuren, zu zerlegen imstande sind. Iwanoff\' 
hingegen hilt) die von Araki beobachtete Zerspaltung dep 
Nucleinséure fiir zu gering und nimmt daher ftir die Nuclein- 
zersetzung im Organismus ein spezielles Ferment an. Iwanoff 
konnte nun aber in dem Mycel verschiedener Schimmelpilze, 
Aspergillus niger und Penicillium glaucum, ein Ferment nach- 
weisen, welches die Nucleinsiiure bis zur Abspaltung von Phos- 
phorsiiure und Nucleinbasen zersetzt, und welches er ftir nicht 
identisch mit einem proteolytischen Fermente halt. Eine Stiitze 
fiir diese Annahme liefern die Versuche von Plenge (?%), welche 
zeigen, dal verschiedene Bakterien die Gallerte des a-nuclein- 
sauren Natrons verfliissigen, und zwar nicht nur diejenigen, 
welche Gelatine verfliissigen, sondern z. B. auch Typhus- und 
Colibazillus, die Gelatine nicht verfliissigen. Zur entgegen- 
gesetzten Auffassung (hinsichtlich der Spezifizitat eines Nuclein- 
siiure spaltenden Fermentes) kam nach seinen neuerdings 
erschienenen Untersuchungen Nakayama (?°). Dieser Forscher 
fand, daS das Trypsin nicht imstande ist, eine tiefgreifende 
Zersetzung der Nucleinséiure herbeizufiihren, wihrend aus ihr 
durch Digestion mit proteolytisch stark wirksamen Erepsin- 
losungen freie Nucleinbasen, sowie anorganischer Phosphor 
abgespalten wurden. Aus diesem Befund schliebt Nakayama 
einerseits, dafi das Trypsin mit dem Erepsin nicht identisch 
ist, andererseits, dah zwischen proteolytischen und Nucleinsaure 
spaltenden Fermenten ein prinzipieller Unterschied nicht zu 
machen ist. Ieh moéchte jedoch der letzten Schlubfolgerung 
nicht durchaus beipflichten, da modglicherweise der Darmsatt 
neben dem Erepsin ein besonderes auf Nucleinsaiure wirksames 
Ferment, eine «Nuclease»,*) enthalt. 

Weiter unten werde ich noch auf einige dieser Ergebnisse 
einzugehen haben, doch bemerke ich schon jetzt, dali meine 
Versuche, die alle unabhangig von Nakayama angestellt wurden, 

*) Iwanoff will diese Bezeichnung mit Recht fiir ein das Nuclein- 
siuremolekiil zerlegendes Ferment vorbehalten wissen. 
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zu dem gleichen Resultat fiihrten, was die Unwirksamkeit des 
Trypsins und die Art der fermentativen Spaltung der Nuclein- 
siiure anlangt. 


I. Wirkt das Trypsin auf die Nucleinsaure ein ? *) 


Ich verwandte zu meinen Versuchen eine 4°/oige wiisserige 
Losung von a-nucleinsaurem Natron, die, in der Wiirme fliissig, 
bei Zimmertemperatur eine vollkommen starre Masse bildete 
und zu wenigen Kubikzentimetern in Reagenzgliisern abgefiillt 
war. Das a-nucleinsaure Natron wurde nach der Vorschrift 
von Neumann(?!) hergestellt. Nach etwa eingetretener Ver- 
fliissigung wurde immer versucht, noch vorhandene gelatinierende 
Substanz nachzuweisen. Denn die Vertliissigung allein war ja 
auch nach physikalischen Gesetzen durch Diffusion mdglich, 
und nur die Unmoglichkeit des Nachweises von gelatinierender 
Substanz war fiir eine ZerstOrung der a-Nucleinsiiure durch 
das Ferment beweisend. Es wurde dabei derart verfahren, dai 
das Versuchsgemenge hei filtriert und dann mit Alkohol und 
etwas NatriumacetatlOsung versetzt wurde. Durch diese Rea- 
gentien wird das a-nucleinsaure Natron aus der wiisserigen 
Losung gefallt, und man kann es dann, wenn man es in heibem 
Wasser lost, nach dem Erkalten der Losung als gelatinierende 
Substanz selbst in geringer Menge noch erkennen. Als ich also 
Gribler’sche Trypsinpriaparate, Hammarsten’schen Pankreas- 
extrakt(?2), Mays’schen Pankreasextrakt(?*), unter Toluol im 
Thermostaten auf die Gallerte einwirken lief, konnte ich mich von 
einer tatsiichlich intensiven Verfliissigung, die auf das Ferment 
zuruckzufiihren war, nicht iberzeugen. Gelatinierende Substanz 
var immer nachzuweisen, allerdings war schitzungsweise eine 
Verminderung derselben anzunehmen. 

Auch Herr Dr. Steudel war, wie er mir mitteilte, bei 
Versuchen, die er bereits vorher angestellt hatte, zu der gleichen 
Ansicht gekommen. 


*) Die diese Frage betreffenden Untersuchungen habe ich in meiner 
Inauguraldissertation: «Ist die Nuclease mit dem Trypsin identisch ?» 
Heidelberg 1905, ausfiihrlich auseinandergesetzt. Sie sollen deshalb hier 
nur kurz wiedergegeben werden. 
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Eine intensive Wirkung erhielt ich zum ersten Male bei 
Anwendung von frischem Pankreasbrei. Hier fiel regelmific 
die nach der Verfliissigung angestellte Probe auf Gelatinieren 
negativ*) aus. Ebenso verhielt sich ein nach 15stiindiger 
Digestion des Pankreasbreies unter Toluol bei Zimmertemperatur 
mit Hilfe der Buchner’schen Presse erhaltener Pankreaspres- 
saft. Diese Versuche fiihrten dann darauf hin, Pankreas- 
extrakte zu untersuchen, die nach kiirzerer Digestionszeit er- 
halten waren, und sie mit solchen zu vergleichen, die nach 
langerer Digestionszeit erhalten waren. 

Ks zeigte sich nun, dafi z. B. ein nach 17stiindiger Di- 
gestion gewonnenes Pankreasextrakt die Wirkung in ausge- 
zeichneter Weise hervorzubringen imstande war, wiihrend es 
nach 92stiindiger Digestion diese Féhigkeit fast vollkommen 
eingebiibt hatte. Gleichzeitig fiel aber auf, dafs gerade bei den 
fiir Nucleinséure wirksamen Extrakten, die nach kurzer Digestions- 
zeit erhalten waren, von einer Wirkung auf eine Fibrinflocke 
kaum eine Andeutung vorhanden war, wihrend sie bei den 
alteren Digestionsextrakten deutlich hervortrat. Die Nuclease 
schien also in den Pankreasextrakten zuerst aufzutreten, um 
dann bei langerer Digestion dem proteolytischen Agens Platz 
zu machen. Dieser spontane Umschlag konnte auch bei ein 
und demselben Versuchsgemenge deutlich beobachtet werden. 
Es wurden zu diesem Zwecke 100 g Pankreas mit 200 ccm 
Wasser und Toluol angesetzt, in einzelnen Zwischenriumen 
Proben von dem Extrakt abfiltriert und auf ihre Wirkungs- 
weise auf eine Fibrinflocke, resp. auf das a-nucleinsaure Natron 
untersucht. Es sei bemerkt, dafi hier sowohl, wie in allen 
folgenden Versuchen, bei der letzteren Priifung immer soviel 
von dem Extrakt zugesetzt wurde, als die Menge der Lésung des 
a-nucleinsauren Natrons betrug. Die Tabelle, welche das Ergebnis 
zeigt, sei der Ubersicht halber hier wiedergegeben (s. Seite 343). 

Ich méchte im Hinblick auf die Tabelle hinzufiigen, dab 
das Verschwinden der Nuclease und das Auftreten des Trypsins 
bei den vielfach angestellten Versuchen nicht immer zu der- 
selben Zeit stattfand, sondern da sich hierin groBe Schwan- 


*) D. h. es war keine gelatinierende Substanz nachzuweisen. 
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kungen zeigten, soda ich die vollkommene Trennung der beiden 
Fermente nicht in meiner Gewalt hatte. Ofters ist sie aber 
vollkommen gelungen, so z. b. im Falle des in der Tabelle er- 
wiihnten Pankreasextraktes, der zuletzt stark proteolytisch wirk- 
sam, Ohne Wirkung aber auf Nueleinsiiture war. In iiuberst 
seltenen Fiillen beobachtete ich, dai der Pankreasextrakt trotz 
lange ausgedehnter Digestion seine Wirkung auf Nucleinsiiure 
nicht einbibte. Dann wurde aber das Auftreten des proteo- 
lytischen Fermentes vermiBt. Umgekehrt erhielt ich gelegent- 
lich Pankreasextrakte, die schon nach ganz kurzer Digerierungs- 
zeit stark proteolytisch wirksam waren. Hier war dann aber 
von der verfliissigenden Wirkung auf die LOsung des a-nuclein- 
sauren Natrons nichts zu merken. Aus allen Versuchen geht 
also die Regel hervor, dab, je stirker die proteolytische Wirkung 
des Pankreasextraktes, desto schwiicher diejenige auf Nuclein- 
siiure ist, und umgekehrt. Auf Grund dieser Tatsache und mit 
Riicksicht auf die gelegentlich gelungene vollkommene Isolierung 
der beiden Wirkungen nehme ich an, dafi die Nuclease mit 
dem Trypsin nicht identisch ist, daB es sich um die 
Wirkungen zweier verschiedener Fermente handelt. 








— Bis zur Auflésung Bis zur Verfliissigung 
_ der Fibrinflocke der Gallerte des a-nuclein- 
der Digerierung ty sauren Natrons verflossene 
” verflossene Zeit ay 
Zeit 
16 Stunden 2—%3 Stunden 4—6 Stunden*) 
{8 Stunden 1 Stunde 4—6 Stunden*) 
22 Stunden "/4—'/e Stunde 9—10 Stunden**) 
25 Stunden 20 Minuten 16—18 Stunden *¥**) 
41 Stunden 2() Minuten Nach 29Stunden war die Masse 


noch vollkommen starr. 


*) Probe auf Gelatinieren negativ. 
**) Hier lief sich nach 20 Stunden noch gelatinierende Substanz in 
ganz geringer Menge nachweisen. 
***) Probe auf Gelatinieren nach 45 Stunden positiv. 
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Ks erklart sich aber auch der scheinbare Widerspruch 
meiner Beobachtungen mit den Araki’ schen Angaben, da es. 
wie aus meinen Ausftihrungen hervorgeht, wohl moglich ist, 
ein Pankreaspraparat zu erhalten, das die Fahigkeit, sowohl 
Eiweifs wie auch die Nucleinséure zu lésen, in hinreichendem 
Mabe besitzt. Nur ist die Wirkung nicht auf ein und dasselbe 
Ferment, sondern auf eine Beimengung von Nuclease zum 
Trypsin zuriickzufiibren. 


II. Einwirkung des Trypsins auf die Nuclease. 


Mit den folgenden Experimenten wurde nun nach einer 
Erklirung gesucht fiir den Ubergang der Nucleasenwirkung in 
die proteolytische in demselben Pankreasextrakte. Ich dachte 
mir, dai modglicherweise die Nuclease allmihlich durch das sich 
bildende Trypsin zerstort wird, und in dieser Erwigung stellte 
ich die folgenden Versuche an: 

Ks wurden angesetzt 100 g zerriebenes Pankreas mit 200 ccm 
Wasser und Toluol bei Zimmertemperatur. Nach 4 Tagen wurde die 
Fliissigkeit von dem Brei abfiltriert. Der so erhaltene wisserige Aus- 
zug (A) léste eine ungekochte Fibrinflocke in wenigen Minuten und ver- 
fliissigte die Gallerte des a-nucleinsauren Natrons nicht. 

Fiinf Stunden, bevor Extrakt A abfiltriert wurde, wurden ebenfalls 
100 ¢ Pankreas mit 200 ccm Wasser und Toluo!l bei Zimmertemperatur 
angesetzt und der hieraus gewonnene Extrakt (B) nach eben diesen 
5 Stunden abfiltriert, sodafs die beiden Filtrate ungefahr zu gleicher Zeit 
erhalten wurden, A nach 4tigiger, B nach dstiindiger Digerierung. 
B verfliissigte die Gallerte des nucleinsauren Natrons nach kriftigem 
Umschiitteln in wenigen Minuten (Probe auf Gelatinieren nach 19 Stunden 
negativ), ldste eine Fibrinflocke bei schwach alkalischer Reaktion inner- 
halb 20 Stunden gar nicht. 

Kin Teil von A wurde nun zum Sieden erhitzt, sodafi er seine 
Wirkung auf die Fibrinflocke vollkommen einbiifte, und dann wurden 
vereinigt : 

I. Der ungekochte Teil von Extrakt A mit der gleichen Menge von 
Extrakt B (Gemisch 1), 

II. Der gekochte Teil von Extrakt A mit der gleichen Menge von 
Extrakt B (Gemisch I). 

Diese beiden Gemische wurden in folgender Weise gepriift : 

Versuch 1. 17 Stunden nach der Vereimgung wird Gemisch | 
einigen Kubikzentimetern der Lésung des a-nucleinsauren Natrons hin- 
zugefiigt, und zwar in doppelter Menge, sodafi also von dem nucleasen- 
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haltigen Extrakt B die der Gallerte gleiche Menge zur Verwendung kommt. 
in kurzer Zeit ist die Masse verfliissigt. Probe auf Gelatinieren 30 Stunden 
darauf positiv. 

Versuch 2. 17 Stunden nach der Vereinigung wird bei schwach 
alkalischer Reaktion eine Fibrinflocke der Einwirkung des Gemisches I 
ausgesetzt. — Nach 15 Minuten ist sie vollig zerfallen. 

Versuch 3. 17 Stunden nach der Vereinigung wird Gemisch Il 
der Gallerte des nucleinsauren Natrons in doppelter Menge zugefiigt. — 
Nach ca. 1 Stunde ist die Masse diinnfliissig. Probe auf Gelatinieren 
3) Stunden darauf negativ. 

Versuch 4 (Kontrollversuch). 17 Stunden nach der Vereinigung 
Extrakt B in gleicher Menge zu nucleinsaurem Natron. Lésung in 
wenigen Minuten. Probe auf Gelatinieren nach 30 Stunden negativ. 

Aus diesen Versuchen ersieht man, dali in dem Falle, 
wo die wirksame Trypsinlésung 17 Stunden auf den nuclease- 
haltigen Saft eingewirkt hatte, eine Schwiachung der Nuclease- 
wirkung eingetreten ist, wahrend dies dort, wo das Trypsin 
vorher durch Kochen zerstort worden war, nicht der Fall ist. 
Noch deutlicher trat dies in den folgenden Versuchen hervor, 
wo dieselben Gemische, aber erst 41 Stunden nach der Ver- 
einigung, untersucht wurden: 

Versuch ta. Gemisch I zur Gallerte des nucleinsauren Natrons 
in gleicher Menge. — Nach 72 Stunden ist die Masse starr. 

Versuch 2a. Fibrinflocke bei schwach alkalischer Reaktion der 
Einwirkung von Gemisch | ausgesetzt. Nach 30 Minuten ist sie voll- 
stindig aufgelést. 

Versuch 3a. Gemisch II zur Gallerte des nucleinsauren Natrons 
in gleicher Menge. — In kurzer Zeit ist Verfliissigung eingetreten. Probe 
auf Gelatinieren 50 Stunden darauf negativ. 

Versuch 4a (Kontrollversuch). Zur Gallerte des nucleinsauren 
Natrons Extrakt B, und zwar von dem Extrakt nur die Halfte der Menge 
der Gallerte, die andere Hilfte wird durch Wasser ersetzt. — Die Masse 
ist bald verfliissigt. Probe auf Gelatinieren 50 Stunden darauf negativ. 

In den folgenden Versuchen wurde der nucleasehaltige 
Saft auf andere Weise gewonnen als bisher. Und zwar kam 
es darauf an, ihn moglichst schnell zu erhalten, da die Nuclease 
im frischen Pankreas, wie sich herausgestellt hatte, am wirk- 
samsten ist. Das Verfahren war folgendes: Der Pankreasbrei 
wurde mit Sand zerrieben, mit der Handpresse gepreBbt, der 
ausgepreBbte Saft mit einer gewissen Menge Wasser verdiinnt 
und filtriert. Mit dem so erhaltenen Saft, der im folgenden 
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stets gemeint ist, wenn schlechthin von Pankreasextrakt ge- 
sprochen wird, wurden die vorhergehenden Versuche in ent- 
sprechender Weise wiederholt. Unbedeutende Anderungen der 
Versuchsanordnung sind dabei vorgekommen. Z. B. lief ich 
die beiden Extrakte A und b langere Zeit (2—3 Tage) auf- 
einander einwirken. Regelmiabig verfliissigte Gemisch II die 
gelatinierende Masse vollsténdig, und die Probe auf Gelatinieren 
fiel nachher negativ aus, wiéihrend Gemisch I die Masse ent- 
weder gar nicht verfliissigte, oder nach eingetretener Ver- 
fliissigung die Probe auf Gelatinieren doch positiv ausfiel. Auf- 
fallend war, daB Extrakt B meist sich weniger wirksam auf 
die Nucleinsiiure erwies, als Gemisch II, soda6 bei Versuchen 
mit der ersten Fliissigkeit sich gelatinierende Substanz nach- 
weisen lie, wiahrend dies bei solchen mit der zweiten nicht 
mehr moglich war. Wie ist das zu erklaren? Ich glaube, es 
liegt daran, dab bei dem Erhitzen von Extrakt A die natiirlich 
auch in diesem, wenn auch nur in geringer Menge noch vor- 
handene Nuclease nicht mitzerstOrt worden und mithin bei der 
Vereinigung mit Extrakt B diesem zugefiigt ist. Es wiirde 
dann das Extrakt B geringere Mengen von Nuclease enthalten 
als Gemisch II. Ieh wurde zu dieser Annahme gefiihrt durch 
den gelegentlichen Befund, daB bei Erhitzen auf 75° der Pankreas- 
extrakt die Gallerte vollstiindig verfliissigte (Probe auf Gelati- 
nieren fiel negativ aus), wahrend die Fibrinflocke von demselben 
Extrakt nach 17 Stunden noch nicht gelést war. Eine feste 
Norm lief sich hierfiir aber nicht aufstellen. Besonders sprechen 
aber einige andere Befunde, welche spiiter erwahnt werden, 
fiir eine hohe Resistenz der Nuclease gegen Wirme. Hin- 
gegen wird, wie ich aus den soeben besprochenen Ver- 
suchsreihen schliefen zu diirfen glaube, die Nuclease 
durch das Trypsin zerstort, und ist der Wechsel in 
der Wirkung der Pankreasausziige auf diese Weise 
zu erklaren. 


III. Einwirkung von Saure und Alkali auf die Nuclease. 


Es wurde nun des weiteren das Verhalten von Siiure 
und Alkali zur Nuclease untersucht. Ich wihlte fiir diesen 
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Zweck Essigsiure und Natriumearbonatlosung. Vorher sei be- 
merkt, dafi die Reaktion des frisch gewonnenen Pankreas- 
extraktes stets schwach sauer ist. 


Versuche mit Essigsaure. 


Versuch 1. Zur Lésung des a-nucleinsauren Natrons wird die 
sleiche Menge verdiinnter Essigsiiure hinzugefiigt. — Nach wenigen 
Minuten ist die Masse diinnfliissig. Probe auf Gelatinieren 48 Stunden 
darauf stark positiv. 

Versuch 2. Ein Pankreasextrakt von guter Nucleasenwirkung 
wird stark mit Essigsiure angesiuert, der Lésung des nucleinsauren 
Natrons in gleicher Menge zugefiigt. — Masse nach wenigen Minuten 
diinnfliissig. Probe auf Gelatinieren nach 24 Stunden positiv, 

Versuch 3. Der mit Essigsaéure stark angeséiuerte Pankreas- 
extrakt wird zunichst 24 Stunden stehen gelassen, dann mit Na,CO,- 
Lisung ungefahr neutral gemacht und so in gleicher Menge der Gallerte 
der Nucleinsiure zugesetzt. — Nach wenigen Minuten ist die Masse 


diinnfliissig. Probe auf Gelatinieren nach 24 


# Stunden negativ. 

Diese Versuche sagen aus, daf} Essigsaure die Wirkung 
der Nuclease verhindert, ohne eine ZerstOrung des Fermentes 
herbeizuftihren. 


Versuche mit Natriumcarbonatlosung. 


Versuch 1. Zunichst wurde auch Na,CQ,-Lésung allein der 
Gallerte zugesetzt. Hier war nichts von einer Verfliissigung zu konsta- 
tieren. Im Gegenteil, das Natriumcarbonat begiinstigt eher die Gelatinier- 
barkeit. 

Versuch 2. Pankreasextrakt von guter Nucleasenwirkung wird 
mit Na,CO,-Lésung alkalisch gemacht und dann in gleicher Menge der 
Losung des nucleinsauren Natrons zugefiigt. — Nach 66 Stunden ist die 
Masse noch starr. 

Versuch 3. Der mit Na,CO,-Lésung alkalisch gemachte Pankreas- 
extrakt wird im Ejisschrank aufbewahrt, nach 19 Stunden mit Essig- 
siure neutralisiert und unserer Gallerte in gleicher Menge zugesetzt. — 
Die Masse bleibt starr. 

Versuch 4 (Kontroliversuch). Derselbe Pankreasextrakt allein 
(ohne Zusatz von Reagentien) zu nucleinsaurem Natron zugesetzt, ver- 
fliissigt die Masse. Probe auf Gelatinieren negativ. 

Versuch 5. Pankreasextrakt mit Na,CO,-Lisung alkalisch ge- 
macht, sofort darauf mit Essigsiiure neutralisiert und dem nucleinsauren 
Natron in gleicher Menge zugefiigt. — Die Masse ist bald diinntfliissig. 
Probe auf Gelatinieren 72 Stunden darauf negativ. 
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Versuch 6. Pankreasextrakt mit einem neutralen Gemisch von 
Essigsdure und Natriumcarbonat versetzt und im Eisschrank aufgestellt. 
Nach 19 Stunden zu nucleinsaurem Natron in gleicher Menge. — Es 
tritt bald Verfliissigung ein. Probe auf Gelatinieren 48 Stunden darauf 
negativ. 

Versuch 7. Ein Trockenpraparat der Nuclease (von guter Wirkung), 
dessen Herstellungsverfahren spiter beschrieben werden wird, wird in 
Wasser gelist, mit Na,CO, alkalisch gemacht, so stehen gelassen und 
nach 24 Stunden mit Essigsiiure schwach angesduert. Darauf in gleicher 
Menge dem nucleinsauren Natron zugefiigt. Nach 96 Stunden ist die 
Masse noch starr. 

Wir schliefen aus diesen Versuchen, dai Natriumearbonat 
sowohl die Wirkung der Nuclease verhindert, als auch bei 
langerer Kinwirkung eine Zerst6rung des Fermentes herbeifiihrt. 

In einem Versuche, wo ein gut wirksamer, frischer Pankreas- 
extrakt mit Natriumcarbonat neutralisiert wurde, war eine deut- 
liche Schwachung der Wirkung auf Nucleinsdéure zu konstatieren. 

Mithin ist schwach saure Reaktion, wie sie sich auch im 
frischen Pankreasextrakt findet, flr die Wirkung der Nuclease 
am giinstigsten, vielleicht tberhaupt erforderlich. 


IV. Darstellung eines Trockenpraparates. 

Ks sei nun kurz das Verfahren zur Gewinnung des vorhin 
erwahnten Trockenpriiparates geschildert : 

570 g Pankreas wurden mit Sand und Kieselguhr zer- 
rieben und mit der Buchner’schen Presse geprebt. Der ge- 
wonnene Saft (100 ccm) wurde sofort mit Ammonsulfat bis 
zur Siittigung versetzt, der entstandene Niederschlag abfiltriert 
und mit Alkohol und Ather getrocknet. 

Das Filtrat war ohne Wirkung auf Nucleinséure. Der 
getrocknete Niederschlag verfliissigte, in destilliertem Wasser 
gelést, nucleinsaures Natron vollkommen in einigen Stunden 
(Probe auf Gelatinieren fiel nachher negativ aus) und loste eine 
Fibrinflocke bei schwach alkalischer Reaktion innerhalb 2 Stunden 
gar nicht, nach 19 Stunden allerdings vollkommen. Das Pulver 
hatte seine Wirkung zur Zeit der letzten Priifung (2 Monate 
nach Herstellung) noch bewahrt. 

Gelegentlich einiger Fallungsversuche wurde festgestellt, 
dafi die Nuclease nicht dialysierbar ist. 
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V. Verbreitung der Nuclease. 

Die vorstehend beschriebenen Versuche wurden, wie schon 
erwihnt, mit einem aus Rindspankreas dargestellten Priiparat 
ausgefiihrt. AuBerdem fand ich dies Enzym in bestiatigung 
der Araki’schen Angabe in der Kalbsthymus, fernerhin im 
Hundepankreas (auch bei neugeborenen Tieren), mit Wahr- 
scheinlichkeit in der Kalbsniere, hingegen nicht im Rindsmuskel 
und im Rinderblut. Auch das Pepsin (Gribler) erwies sich 
frei von einer entsprechenden Wirkung. Leider hatte ich keine 
Gelegenheit, das Pankreassekret auf seinen Gehalt an Nuclease 
zu priifen, was natiirlich von grofer Wichtigkeit wire. Es 
ist aber wohl zu vermuten, dafi das Ergebnis negativ aus- 
gefallen wire. 

VI. Tritt eine Spaltung der Nucleinsaure unter der Wirkung der 
Nuclease des Pankreas ein? 


Nakayama schlieBt aus seinen oben zitierten Versuchen, 
daB unter der Wirkung des Erepsins eine Spaltung der Nuclein- 
siure eintritt. Beziiglich der Phosphorséure erscheint dies 
Ergebnis einwandsfrei, denn die gefundenen Werte der abge- 
spaltenen Phosphorsiiure sind sehr hohe. Nicht so iiberzeugend 
ist aber meines Erachtens die Bildung freier Nucleinbasen nach- 
gewliesen. Hierzu scheint mir die Darstellung eines krystalli- 
sierenden Salzes dieser Basen und die Priifung der angewandten 
Fermentlosung auf praformierte oder abgespaltene Basen er- 
forderlich. Ferner habe ich bei meinen Versuchen mit der 
Nuclease des Pankreas das Eindampfen der Lésung vor der 
Silberfallung vermieden. Auch bei Innehaltung dieser Cautelen 
war das Ergebnis dasselbe wie das Nakayamas. 

Mein Verfahren gestaltete sich folgendermaben: Nachdem 
die Losung des a-nucleinsauren Natrons etwa 2—3 Tage lang 
der Wirkung der zu uniersuchenden Fliissigkeiten ausgesetzt 
worden war, wurde das Gemisch filtriert und das Filtrat zur 
Beseitigung etwa noch vorhandener Nucleinsaéure mit Schwefel- 
sdure versetzt, da die geliste Nucleinsaiure nach den Beobach- 
tungen von A. Kossel(?*) die spiter vorzunehmende Ausfillung 
der Basen mit ammoniakalischer Silberlisung hindern muBte. 
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Der dabei etwa ausgefallene Niederschlag wurde abfiltriert. 
darauf wurden aus dem Filtrat die Purinbasen mit Quecksilber- 
sulfatlosung (75) gefallt. Der so entstandene Niederschlag wurde 
abgesaugt, in Wasser aufgeschwemmt und unter Zusatz von 
etwas Salzsiure mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Dann wurde 
wiederum filtriert und das Filtrat durch Durchleiten von Luft 
vom Schwefelwasserstoff befreit. Nun wurde es mit ammnonia- 
kalischer SilberlOsung gefiillt, der entstandene Silberniederschlag 
abfiltriert, gut ausgewaschen, in Wasser aufgeschwemmt und 
unter Zusatz von Salzsiiure in der Wirme zersetzt. Das Chlor- 
silber wurde abliltriert, durch das Filtrat noch einige Blasen 
Schwefelwasserstoff geleitet und dann wiederum filtriert. Das 
letzte Filtrat wurde zwecks Abscheidung von Krystallen (salz- 
saure Purinbasen) eingedampft. Die etwa ausgeschiedenen Kry- 
stalle wurden samt dem Riickstand in salzsdurehaltigem Wasser 
gelost, die Lésung filtriert und wiederum bis zum volligen Aus- 
krystallisieren eingedampft. Die Krystalle wurden mit Alkoho!| 
und Ather getrocknet und gewogen.*) 

In dieser Weise wurden die Gemische von folgenden 
Versuchen bearbeitet: 

Versuch ft. 50 ccm Pankreasextrakt werden unter Toluol an- 
gesetzt mit d0 ccm einer 4°%/oigen Loésung des a-nucleinsauren Natrons. 
Das Resultat der nach 2—3 Tagen vorgenommenen Verarbeitung war: 

Gewicht der Krystalle : 0,1456 

Versuch 2. S50 cem Pankreasextrakt, welches 5 Minuten lang 


gekocht worden war, werden unter Toluol angesetzt mit 50 ccm der 
4° oigen LOsung des a-nucleinsauren Natrons. Verarbeitung ebenfalls nach 
2— Tagen. Hier wurde, bevor das erstemal filtriert wurde, etwas er- 
wiirmt, da die Masse noch etwas dickfliissig war. 
Gewicht der gewonnenen Krystalle: 0,1026 g. 
Versuch 3, 50 ccm Wasser unter Toluol angesetzt mit 50 ccm 
der 4°/oigen Lésung von a-nucleinsaurem Natron. Verarbeitung nach 2—3 
Tagen; auch hier wird vor dem Filtrieren etwas erwiarmt. 
Gewicht der gewonnenen Krystalle: 0,0190 g. 
Versuch 4. 50 ccm Pankreasextrakt, der 5 Minuten lang gekocht 
war, blieben allein, vor der Verarbeitung 2—3 Tage unter Toluol bei 





*) In simtlichen Fallen, in denen tiberhaupt Krystalle erhalten 
wurden, priifte ich dieselben mit Hilfe der von Burian als charakteristisch 
fiir die freien Nucleinbasen angegebenen Diazoreaktion (**) in der Pauly’- 
schen Modifikation.(**) Die Reaktion fiel stets positiv aus. 
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Zimmertemperatur stehen. Hier war der Quecksilbersulfatniederschlag so 
auferordentlich sparlich, dafi diese Portion nicht weiter untersucht wurde. 

Versuch 5. 50 cem 4°%/oiger Lésung von nucleinsaurem Natron 
wurden unter Toluol angesetzt mit 50 ccm verdiinnter Essigsiure. Bei 
der nach 2—3 Tagen vorgenommenen Verarbeitung war der Silbernieder- 
schlag so gering, dafs auch diese Portion nicht weiter untersucht wurde. 

Die erhaltenen Krystalle konnten nach ihrem Verhalten zu Am- 
moniak sowie aus ihren Krystallformen*) im wesentlichen mit salzsaurem 
Guanin identifiziert werden. 

In einer anderen entsprechenden Versuchsreihe waren 
angesetzt worden: 1. 125 cem Pankreasextrakt mit 125 ecm 
der 4°/oigen LOsung des nucleinsauren Natrons. 2. 125 ccm 
desselben Pankreasextraktes, der aber auf etwa 80° erhitzt war, 
mit der gleichen Menge der Losung des nucleinsauren Natrons 
und 3. 125 ecm desselben nicht erhitzten Pankreasextraktes 
fiir sich allein unter Toluol. Nach entsprechender Verarbeitung 
ergab sich: 

Im ersten Falle 

Gewicht der Krystalle 0,5860 g. 

Im zweiten Falle 

Gewicht der Krystalle 0.1971 g. 

Im dritten Falle waren nur Andeutungen (unwigbare 
Spuren) von Krystallen zu erkennen. 

Die Versuche beweisen, dal also eine Abspaltung 
von Nucleinbasen stattgefunden hat, welche mit Sicher- 
heit auf die Wirkung des Fermentes zu beziehen ist. 
Denn die Menge der nachweisbaren Basen war in den Fallen, 
wo der Pankreasextrakt durch Essigsiure oder Wasser ersetzt 
wurde, oder wo der Pankreasextrakt fiir sich allein unter- 
sucht wurde, auferst gering und nicht zu vergleichen mit der- 
jenigen, welche nach Einwirkung von Pankreasextrakt auf Nuclein- 
siiure festgestellt wurde. Auffallend ist, daB auch dort, wo der 
Pankreasextrakt vorher erhitzt war, bemerkenswerte Mengen 
von Basen nachgewiesen werden konnten. Allerdings waren 
diese ja immer geringer, als in den Fallen, wo das Erhitzen 
unterlassen worden war. Immerhin mufte man hier den grobten 

*) cf. A. Kossel in «Behrens, Kossel, Schiefferdecker: 
Das Mikroskop». Braunschweig bei H. Bruhn. 1889, 8. 280. 
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Teil der Wirkung auf den zugesetzten Pankreasextrakt (nicht 
etwa auf das Wasser oder die saure Reaktion) und somit auf 
das Ferment beziehen. Und dies ist wohl angangig, da ja 
auch andere Fermente bereits bekannt sind, die durch Wirme 
nicht zerst6rt werden. Die Abspaltung von Nucleinbasen aus 
der Nucleinsiiture durch die Nuclease des Pankreas wire so- 
mit erwiesen. 

Am Schlusse der vorliegenden Arbeit spreche ich Herrn 
Prof. Dr. Kossel fiir die Anregung zu diesen Untersuchungen, 
sowie die entgegenkommendste Unterstiitzung, die er muir bei 
ihrer Ausfiihrung zuteil werden lieB, den wiirmsten Dank aus. 
Ebenso danke ich Herrn Privatdozenten Dr. Steudel nochmals 


fiir seine wertvollen Ratschliige bestens. 
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Der Nucleinstoffwechsel und seine Fermente bei Mensch und Tier. 


Von 


Alfred Schittenhelm. 


(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik zu Gottingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 19. Oktober 1905.) 


In verschiedenen Arbeiten!) habe ich nachgewiesen, dal} 
in saimtlichen daraufhin untersuchten Organen des Rindes ein 
hydrolysierendes Ferment die Umwandlung der Aminopurine 
in Oxypurine bewirkt, dai unter diesen wieder einige ein ox y- 
dierendes Ferment enthalten, welches die Oxypurine zu Harn- 
siure umsetzt, und daf} endlich in einigen wenigen Organen ein 
uricolytisches Ferment existiert, ein Ferment also, das die 
neugebildete Harnsiiure sofort weiterzerlegt. Zu allen meinen 
Versuchen benutzte ich nur die Organe einer Tierart, des 
Rindes, weil mir aus den mannigfach gemachten Beobachtungen, 
dafi wesentliche Unterschiede bestehen im Abbau der Purin- 
korper, vor allem der Methylpurine bei verschiedenen  Tier- 
gattungen ?) (Salkowski, Kriiger, Burian und Schur, Nico- 
laiers Befund von 6 Amtno-2-8-Dioxypurin bei Ratten nach 
Adeninverabreichung u. a.) ohne weiteres hervorzugehen schien, 
dali eine Versuchsreihe nur dann vergleichbare Resultate liefern 
kann, wenn moglichst einheitlich vorgegangen wird. Daf ein 
Wechsel mit der Tierart sofort zu abweichenden Resultaten 
fiihren kann, hatte ich selbst schon lange zu beobachten Ge- 
legenheit gehabt, indem es mir wohl gelang, bei Verwendung 
von Hundemilz zu den Versuchen Oxypurine zu_ erhalten, 


’) Diese Zeitschnft, 1905, Bd. XLV, S. 121—161; 1904, Bd. XLIII, 
S. 228 und Bd. XLII, S. 251. 

*) Ich habe auf diesen Punkt von Anfang an hingewiesen, vergl. 
Zentralbl. f. Stoffw.- u. Verdauungskr. 1904, Nr. 9, S. 226 und Diese Zeit- 
schrift, Bd. XLV, S. 148. 
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nicht aber eine Oxydation zu Harnsaure durchzufiihren. Es be- 
stand also ein grober Unterschied zwischen meinen 
Versuchen mit Rinder- und Hundemilz, indem erstere 
bei Zufuhr von Sauerstoff aus Purinbasen quantitativ 
Harnsaure bildet, wahrend letztere dafiir als unfahig 
sich erwies. Die Umwandlung der Aminopurine in Oxy- 
purine dagegen hatten beide gemeinsam. Ich dachte auf 
diese Unterschiede spater ausfiihrlich zuriickzukommen, indem 
ich, nach Feststellung der Verhiltnisse fiir das Rind, die Ver- 
suche nach ganz derselben Anordnung auch fiir andere Tier- 
arten durchzufiihren vor hatte. 

Diese geplanten Untersuchungen erfuhren einen Aufschub 
dadurch, daB Jones und seine Mitarbeiter!) zu anderen Re- 
sultaten gelangten, wie ich, indem sie zwar fiir Thymus, Neben- 
niere und Pankreas ebenfalls die Umwandlung der Aminopurine 
in Oxypurine feststeliten, dagegen fanden, da in Leber und 
Milz das Guanin in Xanthin umwandelnde Ferment («Guanase» 
von Jones) fehle, das Adenin in Hypoxanthin umsetzende 
(«Adenase» von Jones) aber vorhanden sei. Da Jones und 
seine Mitarbeiter der Reihe nach Thymus, Nebenniere, Milz, 
Leber usw. benutzten ohne weitere Angabe der Tierart, so nahm 
ich selbstredend an, dafi sie mit derselben nicht wechselten, 
da nach obigen Darlegungen eine solche Versuchsanderung von 
vornherein leicht untibersehbare Dilfferenzen herbeifiihren konnte. 
Ich war also in Anbetracht des Umstands, dab sie zuniachst 
mit Thymus arbeiteten, der Meinung, dafi auch sie stets Rinder- 
organe verwandt hatten, und mufte daher in erster Linie daran 
gehen, ihre Resultate zu widerlegen. Auf Grund miihevoller 
und zeitraubender Versuche*) habe ich dies auch ausgefiihrt. 

Nunmehr kommt Jones) gleichzeitig mit meinen Ver- 
Offentlichungen mit der Mitteilung heraus, dafi er nur mit Milz 
vom Schweine gearbeitet habe. Er bestatigt meinen Befund mit 
tindermilz, stellt aber nochmals fest, dab die Schweinemilz 
nicht die leiseste Spur des Guanin in Xanthin um- 





') Diese Zeitschrift, Bd. XLU, S. 35 und 343; Bd. XLIV, S. 1. 
7) Diese Zeitschrift, Bd. XLV, 5S. 152. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XLV, 5S. 84. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVI. 
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wandelnden Fermentes enthalte. Darnach stehe es fest. 
daB «Guanase» und «Adenase» verschiedene Fermente seien. 

Ich habe auf Grund meiner Befunde an Rinderorganen 
angenommen, dab die Umsetzung der Aminopurine zu Oxy- 
purinen ein und dasselbe hydrolytische Ferment bewirke und 
da’ es nicht notwendig ist, zwei verschiedene Fermente an- 
zunehmen. Ich stehe also in diesem Punkt zu Jones im strikten 
Gegensatz. 

Jones meint nun diese meine Ansicht durch seine be- 
funde widerlegt zu haben, was jedoch keineswegs der Fall ist. 
Denn ebensowenig, wie man Resultate, welche man fiir den 
Nucleinstoffwechsel einer bestimmten Tierart — sagen wir Hund 

gefunden hat, ohne weiteres der Beurteilung desselben Stoff- 
wechsels einer anderen Tierart, z. B. des Rindes, zugrunde legen 
darf, ebenso wenig darf man meines Erachtens ohne strikteren 
Beweis annehmen, dali die den Nucleinstoffwechsel auslésenden 
Momente, die Fermente, gleicher Natur und gleicher Funktion 
und somit ohne weiteres vergleichbar sind. Jones diirfte seine 
Behauptung von der Verschiedenheit der «Guanase» und der 
«Adenase» also nur fiir die Milz des Schweines aufstellen, mit 
der er bis jetzt allein entsprechende Versuche angestellt hat. 
Auf die Leber, fiir welche er friiher analoge Verhiiltnisse an- 
gab, geht er in seiner letzten Arbeit nicht ein und verrat auch 
nicht, welchem Tier er dieselbe zu seinen Versuchen entnommen 
hatte. Ich habe also nicht notig, auf seine Befunde an der Leber 
niher einzugehen, da ich auf Grund der besprochenen Ver- 
hiltnisse Mitteilungen von Versuchen tiber den Nuclein- 
stoffwechsel so lange fiir unverwertbar und wertlos 
halte, als ihnen die nahere Bezeichnung der Tierart 
fehlt, an welcher sie angestellt sind. 

Wenn ich nun auch mit den Folgerungen von Jones mich 
nicht fiir einverstanden erkliire, so kann ich doch nicht umhin, 
seinen Befund vom abweichenden Verhalten der Rinder- und 
der Schweinemilz fiir einen recht interessanten zu _ halten. 

Von Haus aus ist es keineswegs erstaunlich, daf Organ- 
extrakte vom Schweine sich dem Guanin gegeniber anders 
verhalten, wie solche vom Rinde. Denn wir wissen schon seit 
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Virchow, dafB das Schwein in diesem Punkt unter gewissen 
Umstanden eine Ausnahmestellung einzunehmen vermag. Vir- 
chow stellte nimlich das Vorkommen einer Guaningicht 
beim Schweine fest, welche analog der menschlichen Gicht 
in kristallinischen Ablagerungen innerhalb der Gewebe besteht, 
die aber nicht Harnsiure, sondern Guanin darstellen. Es weist 
dies auf eine Storung im Guaninumsatze hin. Ein weiterer 
Beweis hierfiir wurde von Pecile?) erbracht, welcher aus dem 
[rin eines solehen gichtkranken Schweines neben Xanthin 
Guanin in erheblicher Menge isolieren konnte, wiihrend sein 
Suchen nach Harnsiéure vergeblich war. Allerdings vermochte 
er nur die Tatsache selbst festzustellen, ohne daraus Schliisse 
ziehen zu koOnnen, da ihm die Kenntnis der Purinkérper des 
normalen Schweineurins fehlte. Untersuchungen, welche in- 
zwischen von Bendix und mir?) angestellt sind, ergaben fiir 
den normalen Schweineurin das Vorhandensein von Harnséure 
in relativ reichlicher Menge und von Purinbasen, unter denen 
jedoch bis jetzt Guanin nur in Spuren, dagegen eine betriicht- 
liche Menge Xanthin sich auffinden lie}. Es besteht also schein- 
bar ein Unterschied zwischen dem gichtkranken und 
dem normalen Schwein, ein Umstand, der grofes Interesse 
beansprucht und von dessen weiterer Erforschung, mit der wir 
uns abgeben werden, wichtige Resultate fiir die Physiologie 
und Pathologie des Nucleinstoffwechsels zu erwarten sind. 
Fiir die vorliegende Frage lif®t sich aus dem Auftreten 
betrachtlicher Xanthin- und Harnsiuremengen neben normalen 
Quantitaten Guanin im normalen Schweineurin schlieBben, dab 
im normalen Schweineorganismus die Umsetzung des Guanins 
zu Xanthin und zu Harnsiiure vor sich geht, und es setzt dieser 
Befund voraus, daf normalerweise ahnliche fermentative Vorginge 
ablaufen miissen, wie z. B. beim Rinde. Es harmonieren also die 
Resultate von Jones mit diesen Befunden und Uberlegungen 
nicht und es ergab sich daher fiir mich die Notwendigkeit, 
selbst einige Untersuchungen mit Schweineorganen anzustellen. 


‘) Annal. der Chem., 1876, Bd. CLXXXIII, S. 141. 
*) Dieselben werden fiir sich in dieser Zeitschrift ausfihrlich 
publiziert. 
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I. Versuche mit Schweinemilz. 


Zunichst schien es mir notwendig, zu untersuchen, welche 
Purinkérper sich in der frischen Schweinemilz pri- 
formiert vorfinden. 

Zu diesem Versuche wurden sechs Milzen im Gesamt- 
gewicht von 650 g fein zerkleinert, in einigen Litern 2°/oiger 
Schwefelséure suspendiert und fiinf Stunden am RiickfluBkiihler 
gekocht. Hierauf wurde, wie tiblich, enteiweift und aus dem 
Filtrat die Purinkoérper durch mehrmals wiederholte Kupfer- 
sulfat-Bisulfitfillung rein dargestellt. Die Isolierung der einzelnen 
Basen geschah nach Kriiger und Schittenhelm.!) Gefunden 
wurden zunichst 

0.7 g¢ Guanin. 
Dieselben wurden als Sulfat analysiert: 
0.1588 g verloren bei 130° 0,013 g H,O 
und verbrauchten nach Kjeldahl 36,32 cem ‘/10o-Normalsalzsaure. 
(C,N,N,O), -H,SO, + 2H,0: 
Verl.: 8,26°/o H,O und 32,11°/o N 
Gef.: 818%o » » 32,01% » 
Aus dem Filtrat wurden 
1,95 g Adeninpikrat 
isoliert; umkristallisiert und gereinigt zeigte das Praparat die 
bekannte Kristallform und erwies sich durch seinen Schmelz- 
punkt, der bei 281° lag, als rein. 

Im Filtrat davon konnte durch Kupferfallung noch eine 
geringe Menge Basen gefunden werden, welche jedoch nicht 
ganz 0,1 g beltrug und zur genaueren Identifikation natiirlich 
nicht ausreichte. 

Die frische Milz des normalen Schweines?) enthalt 
also an Purinbasen vornehmlich Guanin und Adenin 
und héchstens Spuren von Xanthin und Hypoxanthin. 

Bei der Extraktion des Organes mit Wasser, um eine 
wirksame Fermentlosung zu erhalten, gehen immerhin_ nicht 
unbetriichtliche Mengen von Purinbasen in Lésung. Dieselben 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. XXXV, 5. 153. 
2) Die frische Milz des normalen Rindes enthalt ebenfalls im wesent- 
lichen Guanin und Adenin und nur geringe Mengen von Oxypurinen. 
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befinden sich in dem Extrakt in gebundener Form, was daraus 
hervorgeht, dafi sie, nach vorhergehender Enteiweibung, erst 
der Fallung zuganglich sind, nachdem die Bindung durch Kochen 
in schwefelsaurer Losung gesprengt ist. Bei einem Versuch er- 
gab sich die Menge des in 500 ccm Schweinemilzextrakt 
vorhandenen Purinbasenstickstoffs — 0,048 g. 

Es gelingt jedoch, eine Losung der organischen Bindung 
auch dadurch herbeizufiihren, dai der Extrakt drei Tage lang 
bei 57° unter stiéndiger Luftdurchleitung bei peinlicher Kon- 
servierung digeriert wird. Ein entsprechender Versuch ergab, 
daB dabei aus 500 ccm Extrakt eine Menge Purinbasen frei 
wurde, welche 0,046 g Stickstoff entspricht. Es wurde also 
offenbar so ziemlich die ganze Menge der in ihm enthaltenen 
gebundenen Purinbasen in Freiheit gesetzt. 

Daraus geht hervor. dai auch in der Schweinemilz, 
wie ich fiir die Rindermilz bereits friiher erwiesen habe, eine 
Nuclease in engerem Sinne enthalten sein mu, welche die 
Nucleine spaltet und die Purinbasen in Freiheit setat. 

Ehe ich zu weiteren Versuchen tberging, untersuchte ich 
zuniichst den Milzextrakt auf seine Fiahigkeit, Harnsiure 
zu zerstoren. Dabel wurden je 450 ccm des Extraktes, dem 
0.55 g Harnséure in geloster, natronalkalischer Form zugegeben 
waren, 3 Tage lang bei 37" unter Luftdurchleitung digeriert. 
In zwei Versuchen gewann ich das eine Mal 91,4, das andere 
Mal 97°/o der zugegebenen Harnsiéure wieder. Es geht daraus 
hervor. dali der Schweinemilz, sowenig wie der Rinder- 
milz, ein HarnsiurezerstOrungsvermogen zukommt. 

Nach diesen Feststellungen konnte ich an die Frage heran- 
treten, ob die Schweinemilz aus Purinbasen ebenso prompt 
Harnsiiure zu bilden vermag, wie die Milz des Rindes. Meine 
Versuchsanordnung war dieselbe, welche ich immer anwandte. 

Versuch: 400 ccm Schweinemilzextrakt. mit 0.3 g in Normal- 
natronlauge gelésten Guanins versetzt, gingen drei Tage lang unter Luft- 
durchleitung bei 37°. 

Es fand sich keine Spur Harnsaure. 

Einige weitere Versuche, die analog verliefen, bestatigten 
das Resultat und ebenso wenig konnte bei Zugabe von Adenin 
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Harnsiéure erhalten werden. Es war hiermit festgestellt, daB die 
Milz des Schweines nicht imstande ist, aus Purinbasen 
Harnsiure zu bilden, wenigstens nicht unter den Bedingungen, 
unter welchen Rindermilz diese Fahigkeit entfaltet. Da bei dieser 
Versuchsanordnung freie und gebundene Purinbasen der postu- 
lierten Fermentwirkung ausgesetzt waren, so erwies sich gleich- 
zeitig die chemische Form der dargereichten Purinbasen als 
einflublos. 

Die folgenden Untersuchungen beschaftigen sich mit der 
Frage, was wird aus den zugegebenen freien und den durch 
die oben erwiesene Nuclease freigemachten Aminopurinen? 
A. Versuch mit Luftdurchleitung ohne Purinbasen- 

zusatz. 

Bei diesem und bei dem niichsten Versuche, welche beide 
unter Luftdurchleitung bei Brutschranktemperatur (37°) an- 
gestellt sind, kam es in erster Linie darauf an, jede auch nur 
geringste Fiiulnis auszuschliefen, da ja bekanntlich unter dem 
Kinfla8 von Fiiulnisbakterien die Aminopurine in Oxypurine 
umgewandelt werden (Schindler, Schittenhelm und Schro- 
ter u. a.). Ich leitete daher die Luft vor dem Eintritt in das 
Reaktionsgemisch durch eine mit Chloroform § gefiillte Flasche, 
sodafi zugleich mit der Luft permanent Chloroformdampfe durch 
das Versuchsgemisch zogen, welche jede Faulnis ausschlossen. 
Es bedarf noch der Erwihnung, dai nie die ganze Versuchs- 
menge sich in einer Flasche befand, sondern daf dieselbe in 
zahlreiche Flaschen, welche hintereinander geschaltet waren, 
verteilt war, deren einzelne nie mehr wie 450—500 ccm Ver- 
suchsgemisch enthielt. 

Auf diese Weise wurden zunichst 7 Portionen Schweine- 
milzextrakt & 450 ccm!) drei Tage lang ohne Zusatz 
von Purinbasen dem Versuch unterworfen. 

Nach Abbruch des Versuchs wurde enteiweift und die 
Basen durch die Kupfersulfatbisulfitmethode isoliert. Nach Zer- 
legung der Kupferoxydulverbindungen durch Schwefelwasserstoff 


‘) Die Extrakte wurden so dargestellt, da® auf 1 Teil des frischen 
Organs etwa 2'/2 bis 3 Teile Wasser kamen. Im wtbrigen wurde ver- 
fahren, wie friiher beschrieben. 
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wurde im eingeengten Filtrat zur Reinigung nochmals eine 
Kupferfallung vorgenommen. Die Endlésung, welche die durch 
H,S wieder freigemachten Purinbasen enthielt, wurde zur Ver- 
treibung alles tberschissigen H,S eingeengt und dann mit 
Ammoniak versetzt. Darnach blieb auch nach 24stiindigem 
Stehen im Eisschrank alles gelost. Mithin war Guanin in nach- 
weisbarer Menge sicher nicht vorhanden. 

Die Loésung wurde nach Abdampfen des Ammoniaks salz- 
sauer zur Trockene eingedampft und der Riickstand nach 
Kriiger und Salomon behandelt. 

Das Ungeldste léste sich glatt in Ammoniak und erwies 
sich als Xanthin, von welchem 0,3 g isoliert wurden. Uber 
das Nitrat gereinigt, ergab es folgende Analyse: 

0172 g verbrauchten 45,1 cem ‘'/10-Normalsalzsiure 
Verlangt fir C,H,N,O,: 36,84°%o N 
Gefunden : 36,71°/o N. 

Das Geloste gab mit Natriumpikrat keine Fallung, wo- 
durch das Vorhandensein bemerkenswerter Mengen 
Adenin ausgeschlossen ist. Dagegen konnten 

0,42 g Hypoxanthin 
isoliert werden. Dasselbe gab als Nitrat die typische Kristall- 
form. Das Nitrat wurde in wenig Wasser gelést und mit NH, 
neutralisiert, wodurch freies Hypoxanthin in reinem Zustand 
erhalten wurde. Dasselbe wurde bei 110° getrocknet. 
0,171 g verbrauchten 49,9 ccm 4/10-Normalsalzsiéure 
Verlangt fiir C,H,N,O: 41,18°/o N 
Gefunden : 40,85°/o N. 

Als Endprodukte der Autodigestion waren dem- 

nach Hypoxanthin und Xanthin gefunden worden. 


B. Versuch mit Luftdurchleitung und Guaninzusatz. 


10 Portionen a 450 cem Schweinemilzextrakt, von 
denen zu jeder 0,85 g Guanin in wenig Normalnatron- 
lauge gelést zugegeben wurden, gingen drei Tage lang, wie 
oben beschrieben. 

Die Isolierung der Purinbasen geschah nach Abbruch des 
Versuchs, wie mehrfach beschrieben. 
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Dabei wurden zunachst 2,1 g Guanin wiedergewonnen. 
welche als salzsaures Salz analysiert wurden. 
0.2060 g verloren bei 130° 0,0168 g H, 
und verbrauchten 46,8 ccm '/:1o-Normalsalzsiure 
Verlangt: 8,26°o H,O und 32,11°/o N 
Gefunden: 8,15°%o » >» 31,80°0 » 

Das ammoniakalische Filtrat der Guaninfiillung wurde 
nochmals nach Vertreibung des Ammoniaks mit Kupfersulfat- 
bisulfit gefallt und die gewaschenen Kupferoxydulverbindungen 
mit H,S zerlegt. Das Filtrat wurde salzsauer zur Trockene 
eingedampft und der Riickstand nach Krtiger und Salomon 
weiter behandelt. 

Das Ungeléste erwies sich als Xanthin. Die Menge 
war 0.38 g. Es wurde iiber das Nitrat, welches die verlangte 
Kristallform zeigte, gereinigt und das so erhaltene reine Xanthin 
bei 130° getrocknet. 

0.15 ¢ Substanz verbrauchten 39,0 410-Normal-HCl 
Verlangt: 36,84°/o N 
Gefunden: 36,40°/o N. 

Das Geléste betrug eingedampft 1,1 g Trockensubstanz: 
in 200 ccm H,O gelést gab es mit Natriumpikrat keine Fallung ; 
es war also kein Adenin vorhanden. Nach Entfernung 
der Pikrinsiure durch Ansiuern mit H,SO, und Ausschiitteln 
mit Toluol wurden die Basen nochmals als Kupferverbindungen 
isoliert und diese mit H,S zerlegt. Das Filtrat wurde zur 
Trockene eingedampft. Der nunmehrige Trockenriickstand be- 
trug 0,6 g. 

Die Substanz wurde nunmehr langsam in heibe 10°/oige 
Salpetersiiure eingetragen, worin sie sich vollkommen loste. 
Beim langsamen Erkalten kamen in grofer Menge ausgebildete, 
nadelformige, zu strohbiischelartigen und kugligen Gebilden ver- 
einigte Kristalle zum Vorschein, deren Menge 0,8 g_ betrug. 
Das Priiparat machte einen durchaus einheitlichen Eindruck. 

Das Nitrat wurde in wenig Wasser heif gelost, filtriert 
und mit Ammoniak neutralisiert, wonach sofort ein dicker 
Niederschlag entstand. Derselbe war kristallinisch und bestand 
aus kleinen, teilweise zu Biischeln zusammengelegten Néidelchen. 
Die Menge betrug ca. 0,4 g. 
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Das Produkt gab keine Murexidprobe; dagegen trat bei 
Zugabe eines Tropfens Natronlauge auf den beim Abdampfen 
mit konzentrierter Salpetersaure erhaltenen Riickstand intensive 
Purpurrotfarbung ein, welche allméhlich in Violett iiberging, 
‘ihnlich der Guaninreaktion. 

Die Farbenreaktion legte es nahe, dai kein Hypoxanthin 
vorlag, fiir welches auch die beschriebene Kristallform des 
Nitrats und der freien Substanz nicht stimmten. Auch das Ver- 
halten des Korpers gegen Ammoniak sprach gegen Hypoxanthin. 
Ks war namlich selbst in heifem NH, nur schwer ldslich. 

Da Guanin und Xanthin, welche ja bereits aus dem Ge- 
misch entfernt waren, nicht mehr in Frage kamen, so lag es 
nahe, daran zu denken, ob nicht in der Substanz das von 
Emil Fischer’) bereits synthetisch dargestellte Oxydations- 
produkt des Guanins, das 2-Amino-6-8-Dioxypurin, vor- 
lag. Es wurden daher mit derselben noch einige von Fischer 
fiir das 2-Amino-6-8-Dioxypurin angegebene Reaktionen angestellt. 

Die Verbindung zersetzte sich ganz allmiéhlich von 375° 
an, ohne zu schmelzen; bei 390° war alles zersetzt. Eine Probe 
wurde in Schwefelséure (1 Vol. H,SO, und 1 Vol. H,O) unter 
Krwarmen gelOst; beim langsamen Erkalten schieden sich 
mikroskopisch kleine, vierseitige Taéfelchen ab. Eine weitere 
Probe, in viel NH, gelést, gab beim Zufiigen von AgNO, zur 
Losung bald eine schwarze Fiallung. 

Zur Analyse wurde das Produkt bei 120—130° vetrocknet. 

1. 0,15 g verbrauchten 44,8 ccm Normalsalzsiure 
2. 0,1392 g ergaben 48,4 ccm N (13°; 762 mm) 
Verlangt fiir C,H,N,O,: 41,9°/o N 
Gefunden : 1. 41,81°%/o » 

2. 41,2% >» 

Auch der Stickstoffgehalt der Verbindung spricht dem- 
nach, ebenso wie sein Zersetzungspunkt und die Loslichkeits- 
verhiltnisse etc. fiir das Vorliegen von 2-Amino-6-8- 
Dioxypurin. Immerhin halte ich aber eine Wiederholung des 
Versuches, welche ich mir fiir spiiter vorbehalte, nachdem sie 
mir zurzeit aus aufBeren Griinden leider nicht mehr méglich 


') Ber. der Deutsch. chem. Ges., 1897, Bd. XXX, S. 571. 
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war, fiir absolut notwendig, sowie die Anstellung weiterer 
Analysen, zu welchen meine Substanzmenge nicht hinreichte. 

Am Filtrat der Substanz konnte mit ammoniakalischer 
Silbernitratl6sung noch eine Fallung (Hypoxanthin?)  erzielt 
werden, auf deren weitere Verarbeitung jedoch verzichtet wurde. 


C. Versuch ohne Luftdurchleitung mit Guaninzusatz. 


900 cem Schweinemilzextrakt wurden mit I g 
Guanin, das in 11 ccm Normalnatronlauge gelost war, ver- 
setzt und nach Zusatz von Chloroform und Toluol 23 Tage lang 
gut verkorkt im Brutschrank bei 37° aufbewahrt: dabei wurde 
das Gemisch téglich durchgeschiittelt. 

Nach Abbruch des Versuches wurden die Purinbasen, wie 
gewOhnlich, isoliert. Es wurden wiedererhalten 

0,43 ¢ Guanin. 

Dasselbe wurde iiber das Sulfat gereinigt und das reine 

Endprodukt bei 120° getrocknet. 
0,132 g verbrauchten 43,2 cem 4/10-Normal-HCl 
Verlangt: 46,35°/o N 
Gefunden: 45,83°/o N. 
Aus dem Filtrat wurden 
0,4 ¢ Nanthin isoliert. 

Dasselbe wurde iiber das Nitrat, welches die typische 
Kristallform zeigte, gereinigt und das Endprodukt bei 140° 
getrocknet. 

015 ¢ verbrauchten 39,5 ccm '/10-Normalsalzsiure 
Verlangt: 36,84°%o N 
Gefunden: 36,87°/o N. 

Aus dem Filtrat konnte noch eine Silberfillung, welche 

offenbar aus Hypoxanthin bestand, erhalten werden. 


D. Versuch ohne Luftdurchleitung mit Adeninzusatz. 


900 com Schweinemilzextrakt wurden mit 0,7 g 
Adenin, welche in 7,5 cem Normalnatronlauge gelost waren, 
versetzt und 14 Tage lang im Brutschrank bei 37° unter 
Chloroform und Toluol aufbewahrt. 

Nach Abschluf des Versuches wurden zunachst 0,15 g 
Xanthin isoliert. 
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Adenin konnte nicht mehr nachgewiesen werden; dagegen 

fanden sich 
0,5 g¢ Hypoxanthin. 

Diese wurden iiber das Nitrat, welches die verlangte 
Kristallform zeigte, gereinigt und das Endprodukt bei 110° 
cetrocknet. 

0.1872 g verbrauchten 54,8 ccm ‘'/1o-Normalsalzsdure 
Verlangt fir C,H,N,O: 41,17°o N 
Gefunden : 40 98°'o N, 

Aus den vier letzten Versuchen geht hervor, daf im 
Schweinemilzextrakt, ebenso wie im Rindermilzextrakt, ein 
hydrolytisch wirkendes Ferment enthalten sein mub, 
welches aus den Aminopurinen Oxypurine darstellt. 
Dabei geht aber offenbar die Umwandlung des Adenins in 
Hypoxanthin bei weitem schneller und vollstandiger vor sich, 
wie diejenige des Guanins in Xanthin. Diese Differenz ist eine 
recht erhebliche. Meine Versuche bestitigen somit bis zu einem 
gewissen Grade die Resultate von Jones, nur das ich ein 
volliges Fehlen der Fahigkeit, Guanin in Xanthin um- 
zusetzen, nicht konstatieren konnte.!) 

Es ist zweifellos interessant, dali bei den Ver- 
suchen mit Schweinemilzextrakt das Guanin der 
Desamidierung erheblich mehr Widerstand entgegen- 
setzt wie das Adenin. Vor allem scheint mir diese Beobach- 
tung fiir die Erklarung der Guaningicht des Schweines 
von einiger Wichtigkeit zu sein. Offenbar geniigt die Kraft des 
betreffenden Fermentes dazu, im normalen Schweineorganismus 
den ganzen, in der Regel wohl relativ geringen Guaninumsatz 
zu bewaltigen und Xanthin resp. Harnsiiure aus dem Guanin 





") Die Angaben Jones’ betreffs seiner Versuchsanordnung sind 
nicht genau genug, um tber die Ursache unserer Versuchsdifferenz Klar- 
heit zu geben. Er versiumt z. B. im einen Versuch die Angabe, wie 
lange die Autodigestion im Warmeschrank durchgefiihrt wurde. Ich 
méchte aber einerseits darauf hinweisen, daf{ Jones die Fallung mit 
ammoniakalischer Silberldsung anwandte in einer sicher von Eiweif 
Albumosen und Peptonen) nicht ganz befreiten Lésung, was grofe Fehler- 
quellen bedingen kann (bis zu 90°/o, vergl. Kriiger und Schittenhelm, 
Diese Zeitschrift, Bd. XLV, S. 14); andererseits unterlaBt er prinzipiell 
Analysen seiner Endprodukte. 
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zu bilden, was daraus hervorgeht, dafi im normalen Schweine- 
urin so gut wie kein Guanin, wohl aber Xanthin und Harn- 
siure zu finden sind. Beim gichtkranken Schwein aber hat 
wohl irgend eine Schadlichkeit die an sich schon schwiichere 
Fihigkeit noch mehr herabgesetzt oder aber vermag das nor- 
male Ferment einer infolge unzweckmabiger Ernahrung erhdhten 
Guaninzufuhr oder einer vermehrten intermediiiren Guanin- 
bildung (synthetische Bildung von Purinbasen Burians) nicht 
geniigend nachzukommen. Dadurch kommt es zum Kreisen 
abnorm grofber Mengen von Guanin innerhalb des Organismus, 
der einerseits bestrebt ist, das Produkt mit dem Urin soweit 
moglich auszuftihren, andererseits dasselbe, welches an_ sich 
schon schlechte Losungsbedingungen zeigt, in den Geweben 
ablagert, wie der Mensch die Harnséure. Es liegt, wie ich 
schon oben anfiihrte, auf der Hand, dariiber Versuche am 
lebenden Tier anzustellen, deren Resultate eventuell wertvolle 
Vergleiche fiir die menschliche Gicht hefern kénnten. Beim 
Menschen kommen ja iihnliche Verhiltnisse in Betracht und 
die jiingsten Untersuchungen von Bloch!) zeigen meines Er- 
achtens in der Tat, was ich auf Grund vor allem Burians 
und meiner Untersuchungen schon lange annahm, daf fermen- 
tative Stérungen im menschlichen Nuclein- und namentlich Harn- 
siiurehaushalt vorkommen kénnen, welche der harnsauren Dia- 
these und der Gicht zugrunde liegen diirften.?) 

Wenn sich der Befund von 2-Amino-6-8-Dioxypurin auch 
in weiteren Versuchen bestitigt und die Identifizierung des- 
selben iiber jeden Zweifel erhaben ist, so sind diese Versuche 
noch von einem weiteren Interesse, indem sie zeigen, dab bei 
ein und demselben Tier die Umwandlung des Guanins auf zwei 
verschiedenen Wegen geschehen kann, je nachdem die Des- 
amidierung oder die Oxydation zunichst ansetzt, wobei das 

‘) Arch. f. klin. Med., 1905, Bd. LXXXIII, S. 499. 

*) Ich habe mich dariiber in der demniachst erscheinenden Neu- 
auflage der Ebsteinschen Monographie, die Gicht, in welcher Herr Ge- 
heimrat Ebstein die Liebenswiirdigkeit hatte, mir ein Kapitel zur Be- 
arbeitung zu iiberlassen, des genaueren ausgelassen, weshalb ich an 
dieser Stelle auf eine eingehende Besprechung verzichten kann. 
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eine Mal Xanthin, das andere Mal 2-Amino-6-8-Dioxypurin ent- 
steht. Es ist jedoch auffallend, daf die Oxydation nicht zu 
Ende, d. h. bis zur Harnsiure, durchgefiihrt werden kann. 


II. Versuche mit Schweinelunge. 

750 g Schweinelunge wurde fein zerhackt, mit Sand zer- 
rieben und mit 2000 cem Wasser wie gewohnlich extrahiert. 
Von dem Endextrakt enthielten 450 cem (nach AufschluB durch 
Kochen mit verdiinnter Schwefelsiure) 0,021 g Purinbasen- 
stickstoff. 

Ks wurden nun drei gleichartige Versuche angesetzt, 
je mit 400 ccm Extrakt und je mit Beigabe von 0,3 g 
in wenig Normalnatronlauge gelosten Guanins. Diese Reaktions- 
semische wurden getrennt drei Tage lang unter Luftchloroform- 
durchleitung bei 37° gehalten. 

In keinem der drei Versuche fand sich bei deren 
weiterer Verarbeitung Harnsdéure. 

Die Riickstiinde der Harnsaurebestimmungen wurden zu- 
sammen verarbeitet. Es konnten daraus 0,38 g Guanin wieder- 
gewonnen werden, welche in Sulfat verwandelt wurden. 

0,2000 des Sulfats verbrauchten 45,3 ccm '/10-Normalsalzsiure 
Gef.: 31,71°o N 
Verl.: 32,11 %/o N. 
Aus dem Guaninfiltrat wurden 
0,55 g Xanthin isoliert. 

Dieselben gaben das typische Nitrat und wurden daraus 
als freies Xanthin wiedergewonnen. 

0,1508 g verbrauchten 39,4 ccm 
Verl.: 36.84%» N 
Gef.: 36,58°%o N. 

Die Versuche zeigen also, dai der Schweinelunge 
die Fahigkeit zukommt, Aminopurine in Oxypurine 
umzusetzen, dab aber (wenigstens unter den vorliegenden 
Versuchsbedingungen) im Gegensatz zur Rinderlunge es 
nicht bis zur Bildung von Harnsdéure kommt. 


III. Versuche mit Schweineleber. 


450 ccm des von mir angewandten Extraktes enthielten 
0,039 g Purinbasenstickstoff. 
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Es wurden nun zuniichst 0,8 g in wenig Normalnatron- 
lauge geléster Harnsiiure, wie oft beschrieben, der Einwirkung 
von 450 cem Extrakt drei Tage lang ausgesetzt. Es wurden 
nur mehr Spuren von Harnséure wiedererhalten. 

Kin anderer Versuch war, wie tiblich, mit 0,3 g in Natron- 
lauge gelésten Guanins drei Tage unter Luftdurchleitung an- 
gesetzt. Es wurden am Schlusse des Versuches 0,118 g Basen- 
stickstoff wiedergefunden, welche nach Abzug der im Extrakt 
bereits vorhandenen Purinbasen (0,039 g@ Basenstickstoff) nur 
einen Bruchteil des zugegebenen Guanins ausmachen. 

Endlich wurde noch ein Versuch angesetzt, bei dem 900 cem 
Extrakt mit 1 gin Normalnatronlauge gelOsten Guanins 14 Tage 
lang im Brutschrank gehalten wurden. Danach fand sich die 
bei weitem groBere Menge des Guanins unverandert wieder. 

Die Versuche mit Schweineleber bediirfen der Wieder- 
holung, da das Resultat keineswegs klar ist. Vor allem muj 
mit Sauerstoffzufuhr gearbeitet werden. Es scheint aber, als 
ob hier iihnliche Verhiltnisse vorlagen, wie bei der Schweine- 
milz und als ob die Fihigkeit, Guanin in Xanthin umzusetzen, 
eine relativ geringe sei. Ich komme also auch hier den 
Jonesschen Feststellungen sehr nahe. 

HarnsiiurezerstOrend vermag die Schweineleber offenbar 
zu wirken, vielleicht auch harnsiurebildend; doch miissen 
weitere Versuche abgewartet werden. 


IV. Versuche mit Pferdemilz. 


660 g Pferdemilz wurden mit 2000 cem Wasser, wie ge- 
wohnlich, zum Extrakt verarbeitet und damit folgende Ver- 
suche angestellt: 

1. 450 ccm Extrakt, ohne Zusatz, gehen drei Tage lang unter Luft- 
durchleitung bei 37°. 

Erhalten 0,10 g Harnsdure. 

2. 450 ccm Extrakt -++ 0,3 g in wenig Normalnatronlauge gelisten 

Guanins analog angesetzt. 
Erhalten 0,41 g Harnsaure. 
Demnach sind 94°/o des zugegebenen Guanins in Harn- 


sdure umgesetzt. 





































Der Nucleinstoffwechsel und seine Fermente bei Mensch und Tier. 369 


3. Derselbe Versuch wiederholt. 

Erhalten 0,40 g¢ Harnsdure. 

Demnach sind 91°/5 des zugegebenen Guanins in Harn- 
siure umgesetzt. 

Die Harnsiurepriiparate wurden vereinigt, umgefallt und 
analysiert. 

0.1508 ¢g verbrauchten 35.9 ecm '/:0o-Normalsalzsdure 
Verl.: 33,33°/o N 
Gef.: 33,32°%/o N. 

Es unterliegt demnach gar keinem Zweifel, dafh die 
Pferdemilz ganz dieselbe Stellung im Nucleinstoff- 
wechsel einnimmt, wie die Rindermilz, indem sie die 
Aminopurine zu Oxypurinen umsetzt und diese wieder 
in Harnsdiure verwandelt. Dabei kommt nicht in Betracht, 
ob die Purinbasen in organischer Bindung oder frei zugesetzt 
werden. 


V. Versuche mit Menschenmilz. 


Ich verfiige nur iiber einen orientierenden Versuch, den 
ich mit der Milz eines an einem Herzleiden verstorbenen 
Mannes, welche ca. 18 Stunden post morten bei der Obduktion 
entnommen wurde, angestellt habe. Dieselbe wog 200 g und 
wurde mit 500 ccm Wasser, wie tblich, zu einem Extrakt 
verarbeitet. 

450 ecm Extrakt wurden mit 0,3 g Guanin drei Tage 
lang unter Luftdurchleitung bei 37° digeriert. 

Es fand sich keine Harnsdure. 

Dagegen erhielt ich nach zweimal wiederholter Basen- 
fallung 0,15 g einer Substanz, welche sich spielend in Ammoniak 
lOste und beim Abdampfen des Ammoniaks wieder als Schollen 
zum Vorschein kam. Dieselbe wurde auf dem Filter gesammelt, 
gewaschen und bei 140° getrocknet. 

0,127 g verbrauchien 32,9 ccm '10-Normalsalzsaure 
Gefunden: 36,27°o N. 

Es lag demnach offenbar Xanthin vor. 

In diesem Versuch war also eine Umsetzung des 
Guanins in Xanthin erfolgt, nicht aber eine Bildung 
von Harnsadure. Immerhin lassen sich, bevor nicht weitere 
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Versuche angestellt sind, keine bindenden Schliisse iiber die 
menschliche Milz ziehen. 


Betrachtet man die Erfahrungen, welche vorliegende Ver- 
suche ergeben haben, zusammen, so liefern sie das wichtige 
Resultat, daB bei ganz derselben Versuchsanordnung 
dieselben Organe bei verschiedenen Tierarten er- 
heblich abweichende chemische Eigenschaften zeigen. 
Wihrend z. B. die Milz vom Rind und Pferd ohne weiteres 
quantitativ Harnsaéure zu bilden vermag, geht diese Fiahigkeit 
der Milz des Menschen, Hundes und Schweines offenbar ganz 
ab. Geringere mehr quantitative Differenzen zeigen sich bei der 
Umwandlung der Aminopurine in Oxypurine. Die Einzelheiten 
sind an Ort und Stelle hervorgehoben. 

Diese Beobachtungen legen einige Vorsicht nahe fir die 
Beurteilung der Stellung eines Organes im Nucleinstoffwechsel 
einer bestimmten Tierart nach Resultaten, welche an anderen 
Tierarten erhalten wurden, und sie zeigen wieder einmal, dal 
der Stoffwechsel verschiedener Arten, wenn auch die End- 
produkte annihernd dieselben sind, doch in seinem feineren 
Mechanismus recht erhebliche Abweichungen zeigen kann. 

Weitere vergleichende Untersuchungen hieriiber werden 
sicherlich zu interessanten Feststellungen fiihren. 



































Die Hemmung der Nylanderschen Zuckerreaktion bei Queck- 


silber- und Chloroformharn. 
Von 
Dr. H. Bechhold, Mitglied des Instituts. 


(Aus dem Kénigl. Institut fiir experimentelle Therapie in Frankfurt a. M., 
Direktor: Geh. Med.-Rat Professor Dr. P. Ehrlich.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20. Oktober 1905.) 


Vor kurzem bat mich ein Bakteriologe, seinen Harn auf 
Zucker zu untersuchen; die Priifung mit dem Nylanderschen 
Reagens ergab ein negatives Resultat. Als ich nun dem Harn 
zur Kontrolle Traubenzucker zusetzte, trat auch nach dem 
iiblichen fiinf Minuten langen Kochen keine Dunkelfirbung 
auf und erst viel langeres Erhitzen bewirkte ein geringes, nach 
und nach zunehmendes Dunkelwerden. — Der betreffende Bak- 
terlologe, der viel mit pathogenen Bakterien zu tun hat, wies 
darauf hin, dai er seine Hande taglich und sehr hiaufig mit 
Sublimatl6sung wasche, daf vielleicht das Quecksilber bei 
der Erscheinung eine Rolle spiele, zumal eine Untersuchung 
seines Harns einen Gehalt von 0,09 mg Quecksilber in 1600 com 
Harn ergaben. In der Tat zeigte sich, dai ein Zusatz von 
Quecksilberchlorid zu normalem Harn eine Verzégerung 
im Eintritt der Dunkelfarbung bei der Nylanderschen Reaktion 
bewirkt. Auch zwei weitere Herren, die sich viel mit Sublimat 
waschen, hatten einen Harn, der Nylander hemmt, wihrend ich 
wieder bei anderen, die nicht minder viel Sublimat gebrauchen, 
eine Hemmung nicht beobachten konnte. Der Hautabteilung (Vor- 
steher Dr. Herxheimer) des hiesigen stadtischen Krankenhauses 
verdanke ich zehn Harnproben von Syphilitikern, die Queck- 
silberinjektionen bekamen; diese Harne gaben saémtlich eine 
Hemmung der Nylanderscben Reaktion, und zwar im allge- 
meinen um so stiirker, je mehr Injektionen die Patienten er- 
halten hatten. 

bei Harnen von normalen Menschen konnte ich nur unbe- 
deutende individuelle Verschiedenheiten im Eintritt der N vlander- 
schen Reaktion beobachten, wihrend sich die Quecksilberharne 
scharf davon abheben. Ich verwendete auch Nylanders Reagens 
von verschiedener Herkunft, erhielt aber das gleiche Resultat. 
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Kinige Notizen aus meinen Protokollen mégen das Gesagte 
belegen. 

Ich setzte zu 5 ecm Harn 0,5 ccm 4°/oige Traubenzucker- 
losung und 1 ccm Nylandersches Reagens; bei Priifung anderer 
Hemmungskorper wurden dann siémtliche Rohrchen mit Harn 
bezw. Wasser auf das gleiche Volumen aufgefiillt. Die Reagens- 
rohrchen wurden in einem Einsatz im Wasserbad erwiirmt. 
Am besten ist eine Temperatur von 85—90°, da bei kleineren 
Differenzen in hOherer Temperatur die Dunkelfarbungen zu rasch 











folgen. 
Tabelle I. 
Nach 
2 Minuten 5 Minuten 
Kochen 
Harn normal ....4.+s++svsv+e+e+-+se»s +s] SChware | schwarz 


4+. 1 cem HgCl, 1: 10000 ...| braun 


ee > » 1:100000 .. . | schwarz 


| 
eines Bakteriologen gelb gelb 
eines Syphilitikers, seit 4 Wochen mit Hg | 
| i a braun 


Tabelle II. 











Nach 
| 3 Min. |3M.30S., 4 Min. | 5d Min. 
| Kochen 
| | 
ie GEE ho a SS schwarz schwarz | schwarz | schwarz 
» Syphilitiker1Hg-Injektion.| gelb | » | >» | 
> : 3 » Injektionen braun | , | . 
7 > > > gelb | gelb gelb 


Es geht aus obigen Daten hervor, dab ein Zusatz von 
Quecksilber zu normalem Harn, der die in jenem anderen Harn 
(des Bakteriologen) gefundene Quecksilbermenge weit tibersteigt, 
doch lange keine so starke Hemmungswirkung auf den Nylander 
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ausibt. Die Hemmungswirkung bleibt auch ziemlich die gleiche, 
ob man zu normalem Harn 1 ccm HgCl, 1: 10000 oder 1 cem 
HgCl, 1: 1000, also die zehnfache Menge zusetzt. Es war daher 
naheliegend, zu priifen, ob vielleicht Quecksilber in organi- 
scher Bindung eine starkere Wirkung habe als HgCl,. Bei- 
liufig sei hier erwihnt, daf HgCl, in den hier benutzten Ver- 
diinnungen weder mit Alkali noch mit Nylanderschem Reagens 
eine Fallung gibt. 

Ich priifte 1. Quecksilberalbuminat (Hydrargyr. albuminat.), 
2. Quecksilberpeptonat (Hydrargyr. peptonat.), 3. Sublamin 
(Quecksilbersulfat-Athylendiamin), 4. Hydrargyr. thymolo-acetic. 
Merk. Soweit erforderlich wurde behufs Lisung etwas Alkali 
zugesetzt. Nur bei Sublamin und Hydrargyr. thymolo-acetic. 
wurde eine etwas stirkere Hemmungswirkung beobachtet, als 
bei Sublimat, die aber die Wirkung des Quecksilbers, welches 
den Korper passiert hat, bezw. des von ihm erzeugten Hemmungs- 
korpers, bei weitem nicht erreicht. 

Schon Nylander!) weist darauf hin, dab Eiweif im Harn 
die Empfindlichkeit der Reaktion verringert. Es heibt loc. cit.: 
Die Anwesenheit von Eiweif stért die Reaktion nur bei be- 
triichtlicherem Gehalt insofern, als sie die Empfindlichkeit der- 
selben verringert oder durch eine allerdings nicht schwarze, 
sondern mehr rotbraune Farbung des Phosphatniederschlages 
die Gegenwart von Zucker vortiéiuschen kann.» — Merkwiirdiger- 
weise wird in vielen mir zuginglichen Lehrbiichern die Ent- 
fernung des Eiweifes vor Untersuchung mit Nylanders Reagens 
stets nur deswegen verlangt, weil Kiweif Zucker vortauschen 
konne, ein Grund, der meines Erachtens vollkommen hinfallig 
ist, da die rotliche Farbung bei Gegenwart von Eiweif nicht 
verwechselt werden kann mit der schwarzbraunen Firbung 
bei Gegenwart von Zucker. Der viel wichtigere Grund aber, 
den schon Nylander angibt, namlich die Herabsetzung der 
Kmpfindlichkeit der Reaktion durch EiweiB, ist offenbar 
in Vergessenheit geraten. Diese Hemmungswirkung ergibt sich 
aus dem untern Teil von Tabelle III. 





') Nylander, Uber alkalische Wismutliésung als Reagens auf 
Traubenzucker im Harn (Zeitschr. f. analyt. Chemie, Bd. XXIII, S. 441). 
24* 
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Tabelle III. 





Nach 
3 Minuten 4 Minuten 5 Minuten 6 Minuten 
Kochen 





Normaler Harn ...... schwarz | schwarz | schwarz | schwarz 

» -+- Chloroform gelb gelb gelb gelb 
> 2 1 ccm HgCl, 

1: 10000 . : gelbbraun! gelbbraun 
: +. 2 Tropfen | 

Serum .. : rotbraun | rotbraun 

~1 4 Tropfen 

Serum .. > rotgelb rotgelb 
> > - - Pepton 

Witte... . > braungelb) schwarz 


Praktisch kommt die Frage der Eiweifhemmung nicht 
in Betracht, da es Regel ist, vor einer Zuckerpriifung das 
eventuell vorhandene EiweifB aus dem Harn zu entfernen. Es 
sei daher betont, daB weder bei dem Harn des Bakteriologen, 
noch bei den Harnproben der Syphilitiker Eiweifi durch die 
Kochprobe nachweisbar war. 

Um zu prifen, ob andere pathologische Harne eine 
Hemmung der Nylanderschen Reaktion bewirken, untersuchte 
ich einige pathologische Harne, die ich Herrn Dr. Salomon, 
Oberarzt am hiesigen stiidtischen Krankenhause, verdanke. Es 
waren Harne von Tuberkulose (2 Fille), Nephritis, Sepsis, 
Uteruscarcinom, Osophaguscarcinom, Lebercirrhose, Gallenstein 
(2 Fille), Colica mucosa, Lebertumor, Leukimie, Ikterus, 
Schrumpfniere (2 Fiille), Typhus, Scharlach. Ich konnte jedoch bei 
keinem ein analoges Verhalten gegeniiber Nylander beobachten, 
sofern vorhandenes Albumin vorher sorgfiltig entfernt war. 

Auber bei Quecksilbér und Albumin beobachtete ich 
bei Thymol eine geringe, bei Albumosen (Wittepepton) und 
Chloroform eine stiirkere Hemmungswirkung der Nylander- 
schen Zuckerreaktion. 

Macht man die Nylandersche Zuckerreaktion statt mit 
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Harn mit Wasser, so tiben die Quecksilbersalze, mit Aus- 
nahme des Hydrargyr. thymolo-acetic., merkwirdigerweise keine 
Hemmung der Reaktion aus. 

Der Mechanismus der Hemmungswirkung ist bei den ver- 
schiedenen Substanzen offenbar ein verschiedener. Quecksilber, 
das den Organismus passiert hat, bezw. der von ihm erzeugte 
Hemmungskorper, ist in unserem Falle wohl als ein negativer 
Katalysator aufzufassen, daftir spricht seine Wirksamkeit in 
so hoher Verdiinnung (noch tiber 1:10 Millionen). 

Die Zuckerpriifung mit Fehlingscher LOsung oder nach 
Trommer wird durch Quecksilber und Chloroform nicht 
beeinflubt. 

Bei der Zuckerprifung gilt es als Regel, sich mit einem 
positiven Befunde nicht zu begniigen, sondern auch noch 
nach anderen Verfahren zu untersuchen, ob wirklich Zucker 
vorliegt: bei negativem Befunde pflegt man sich hingegen 
auf eine Prifungsmethode zu beschriinken. — Aus dem vorher- 
vehenden ergibt sich, da dies nicht zuliissig ist. Mediziner, 
insbesondere Bakteriologen und Chirurgen, die sich viel mit 
Sublimat waschen, Syphilitiker, die eine Quecksilberkur  ge- 
brauchen, konnen einen Harn abgeben, der in der utblichen 
Kochzeit von 5 Minuten mit Nylanderschem Reagens keinen 
Zucker erkennen labt. Oft ist es auch bei Kranken Ublich, 
NachttOpfe mit Sublimat auszuspiilen oder einen Harn behufs 
Konservierung mit Chloroform zu versetzen: solche Harne, so- 
wie Harne mit einem Albumosengehalt kénnen eine Téuschung 
in bezug auf ihren Zuckergehalt veranlassen. 

Es muf daher als Regel gelten, dai jeder auf Zucker zu 
untersuchende Harn nach zwei verschiedenen Methoden 
zu prifen ist, gleichgtiltig, ob man bei der ersten 
Priifung Zucker fand oder nicht. 

Ferner mochte ich aber auch die Aufmerksamkeit der 
Herren Chirurgen und Bakteriologen auf diese von mir 
beschriebene, so leicht auszufiihrende Reaktion lenken, da sie 
einen Hinweis bietet, ob bereits eine Quecksilbersattigung 
des Organismus eingetreten ist und ob Mabregeln zur Ver- 
hinderung von Schiidigungen zu ergreifen sind. 




































Zur Kenntnis des Jecorins. 
Von 
J. Meinertz. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts zu Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Oktober 1905.) 


Drechsel berichtete zuerst im Jahre 1886!) uber eine 
eigentiimliche Substanz, die er aus dem Riickstande des Alkohol- 
extraktes der Pferdeleber durch Behandlung mit Ather und 
wiederholte Fillung der atherischen L6sung mittels Alkohols 
erhalten hatte. Diese Substanz besab in mancher  Hinsicht 
Ahnlichkeit mit den Lecithinen, wich aber von diesen in den 
Loisungsbedingungen ab und zeichnete sich besonders durch ein 
betrachtliches Reduktionsvermégen aus. 

Die Angaben Drechsels wurden von spiateren Unter- 
suchern bestiitigt. Baldi?) wies ganz ahnliche Substanzen 
auch in andern Organen (Milz, Muskel, Gehirn, Blut) nach, 
Drechsel*) selbst in der Leber des Delphins, Jacobsen‘) 
und Henriques) zeigten, daf ein sehr grofer Teil des Re- 
duktionsvermégens des Blutes dem Jecorin zuzuschreiben ist. 
Hammarsten®) begegnete jecorinartigen Substanzen in der 
Galle von Eisbéren und Moschusochsen. 

Drechsel versuchte auch bereits auf Grund seiner 
Analysen eine Formel fiir den gefundenen Kérper aufzustellen, 
ein Versuch, der als wertlos anzusehen ist, da nicht der ge- 
ringste Anlafi zu der Annahme besteht, dafi der nach der 


') Journal f. prakt. Chemie, N. F., Bd. XXXIII, S. 425. 

*) Arch. f. Anat. u. Physiol., 1887, Suppl.-Band, S. 100. 
5) Zeitschr. f. Biologie, Bd. XXXIII, S. 8d. 

*) Zentralbl. f. Physiol., Bd. VI, S. 368. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXIII, S. 244. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 447; Bd. XLII, S. 112. 

































Zur Kenntnis des Jecorins. 371 


Drechselschen Methode gewonnene Korper eine einheitliche 
chemische Substanz darstelle. Namentlich seit man wei, in 
wie ausgedehntem Mabe alle diese «lipoiden Substanzen» sich 
gegenseitig in ihren Losungs- und Fallungsverhaltnissen beein- 
flussen und iitherunlésliche Stoffe atherléslich zu machen ver- 
mogen, muf man es als aussichtslos bezeichnen, auf dem an- 
cegebenen Wege zu einem charakterisierbaren einheitlichen 
Korper zu gelangen. 

Manasse') spaltete das genau nach der Drechselschen 
Methode gewonnene Jecorin durch Kochen mit Barytwasser 
und wies nach, dab die hierbei entstehenden Spaltungsprodukte 
mit denen des Lecithins identisch sind. Auber Neurin, Glycerin- 
phosphorsiture und Fettsauren erhielt er noch (beim Kochen mit 
Schwefelsiiure) die reduzierende Substanz, die er als Trauben- 
zucker charakterisierte. Bing?) halt das Jecorin fiir eine 
Mischung verschiedener Lecithinverbindungen, unter denen ge- 
woOhnlich wohl die Lecithinglycose vorwiegt. Er erhalt einen 
sich wie Jecorin verhaltenden Korper, wenn er Lecithin und 
Traubenzucker in alkoholischer Losung miteinander abdampft. 

Bei meinen eigenen Untersuchungen wtber das Jecorin 
verfolgte ich zunachst das Ziel, den reduzierenden Bestandteil 
der Substanz durch mdglichst wenig eingreifende Methoden zu 
entfernen. Ein Kochen mit Séuren oder Alkalien war dabei 
ausgeschlossen, weil hierbei viel weitergehende Spaltungen 
erfolgen. 

Die zu meinen Untersuchungen notwendige Substanz stellte 
ich mir nach Drechsels Angaben durch wiederholte Extraktion 
von Pferdelebern mit dem mehrfachen Volumen 99°/9igen 
Alkohols her. Als vorteilhaft erwies sich eine vorhergehende 
zweimalige Extraktion mit Aceton, wodurch das Wasser und 
ein Teil des Fettes und cCholesterins entfernt wurde. Das 
klare alkoholische Extrakt wurde im luftverdiinnten Raum unter- 
halb 45° eingedampft, der Riickstand mit Ather erschépft und 
die klare (nach vollsténdigem Absitzen des Ungeldstgebliebenen 


') Diese Zeitschrift, Bd. XX, S. 478. 
*) Zentralbl. f. Physiol., Bd. XII, S. 209. 
Skandinav. Arch. f. Physiol., Bd. IX, S. 336, und Bd. XI, S. 166. 
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abgeheberte) iitherische Losung mit 99°/oigem Alkohol gefiillt, 
der Niederschlag wiederholt in Ather gelést und wieder mit 
Alkohol gefallt. Der nach wiederholtem Umfillen unter der 
Luftpumpe getrocknete Korper war hellgelb, spréde, leicht 
pulverisierbar, sehr hygroskopisch, in Ather nur nach Zusatz 
einer geringen Menge Wasser loslich, in) Alkohol unléslich, 
ebenso in Aceton, quoll in Wasser zu einer schleimigen Lésung 
auf, reduzierte stark und gab die charakteristische Farben- 
reaktion mit Silbernitrat und Ammoniak.!) Nach Kochen mit 
verdiinnter Schwefelsiiure liefi sich aus dem klaren Filtrat 
mittels Phenylhydrazin das Osazon darstellen. Es war also 
zWweifellos das Drechselsche Jecorin. 

Ausgehend von beobachtungen, die Bing?) an Lecithin- 
zucker gemacht hat, versuchte ich zuniachst durch wieder- 
holtes Umfallen mit Alkohol eine Abspaltung der reduzierenden 
Substanz zu bewirken. Um das Reduktionsvermoégen festzu- 
stellen, wurde eine unter Luftabschlub gewogene Menge Substanz 
mit verdiinnter Schwefelsiiure 4/2 Stunde gekocht, filtriert und 
in der klaren Fliissigkeit die Reduktion mittels der Pfliiger- 
schen*®) Methode festgestellt (wobei sich statt des Pfliiger- 
schen Roéhrchens als zweckmébig ein Goochtiegel erwies). Es 
gelang auf diese Weise nicht, zu gut tbereinstimmenden Zahlen- 
werten zu kommen; ich verzichte daher auf die Wiedergabe 
der einzelnen Resultate. Doch lief sich soviel daraus_ ent- 
nehmen, dafi eine merkbare Abnahme des Reduktionsvermogens 
durch wiederholte Umfillung nicht eintrat: der Prozentgehalt 
an reduzierender Substanz war nach der vierten und _ fiinften 
Umfiillung etwa der gleiche wie am Anfange, rund 14°/o. 

Ebensowenig kam ich zu dem erwiihnten Ziele durch den 
Versuch, mit Hilfe der Girung den reduzierenden Bestandtei! 
zu entfernen. Niemals gelang es, in der wasserigen Jecorin- 
ldsung durch Hefe eine Giirung zu erzielen. Im Widerspruch 
mit dieser Beobachtung steht der Befund von Jacobson 
(Skand. Arch. f. Physiol., Bd. VI, S. 262), der das Reduktions- 

') Drechsel, Baldi, lL. c. 

Lc. 


5) Pfliiger, Glykogen, 5. 96. 
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vermogen des Jecorins unter dem Einflu$B von Hefe abnehmen 
(allerdings auch nicht verschwinden) sah. Von einer Gas- 
entwicklung sagt Jacobson nichts: es wiire moéglich, da mit 
der Hefe eingetiihrte Bakterien einen Teil der reduzierenden 
Substanz zerstort haben. 

Dagegen brachte mich die folgende Versuchsanordnung 
einen Schritt weiter. Das wiederholt (6mal) mit Alkohol um- 
gefiillte und im Vacuum iiber Schwefelsiiure getrocknete Jecorin 
wurde mit Wasser verrieben, wobei eine triibschleimige Auf- 
quellung entstand. Hierauf wurde verdiinnte Salzsiiure tropfen- 
welse zugesetzt. Sofort ballten sich dicke Flocken zusammen, 
die sich von der Fliissigkeit leicht abfiltrieren lieben. Das 
klare Filtrat reduzierte stark. Die abfiltrierte flockige Masse 
wurde mit angesiuertem Wasser verrieben, wieder filtriert, 
und diese Behandlung mehrfach wiederholt. Die einzelnen 
Filtrate zeigten stets deutliches Reduktionsvermégen und gaben 
direkt (ohne Veraschung) die Phosphorsiiurereaktion mit Sal- 
petersiure und Ammoniummolybdat. Daf die ungeloste Substanz 
bei diesen Versuchen eine Anderung erfahren hat, geht auch 
daraus hervor, dafi sie im Gegensatz zu dem urspriinglichen 
Jecorin mit reinem Wasser verrieben keine Aufquellung zeigt. 
Dieses abweichende Verhalten erkliart sich nicht durch die An- 
wesenheit von Salzsiiture, denn auch der Riickstand der athe- 
rischen Losung verhielt sich so. 

Die vereinigten Filtrate einerseits, andererseits die mit 
Toluol versetzte wiisserige Suspension des Filterriickstandes 
wurden nun der Dialyse gegen destilliertes Wasser unterworfen. 

1. Bei der Dialyse der Filtrate beobachtete ich folgendes: 
In der AufSenfliissigkeit lief sich alsbald Reduktionsvermégen 
und freie Phosphorsiiure nachweisen. Nachdem das Auben- 
wasser in Zeitraumen von je 24 Stunden dreimal erneuert 
worden war und vor jedem Wechsel der Fliissigkeit auBen 
und innen die beiden Reaktionen in der gleichen Stirke — 
soweit sich das beurteilen lief -- auftraten, wurde der Versuch 
abgebrochen und das vereinigte Dialysat eingedampft. Der 
hinterbleibende Riickstand enthielt Stickstoff (Berlinerblauprobe), 
viel organische Substanz, die beim Verkohlen keinen Geruch 
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nach Fett erkennen lief, und viel anorganische Bestandteile, 
unter denen Kalk in reichlicher Menge nachzuweisen war. 

2. Das Dialysat des Filterriickstandes zeigte ebenfalls 
Reduktionsvermogen und enthielt direkt nachweisbare Phosphor- 
siure. Auch hier wurde das Aubenwasser dreimal in Zwischen- 
riumen von 24 Stunden gewechselt. Die Reaktionen fielen 
jedesmal schwiicher aus, und im vierten Dialysat liefen sich 
Reduktionsvermégen und Phosphorsiure erst nach Einengen 
auf ein ganz kleines Volumen eben noch feststellen. 

Als zum Vergleich durch mehrfaches Umfillen gereinigtes 
Lecithin (aus Eiern)!) in Wasser verrieben und der Dialyse 
unterworfen wurde, ergab sich, wie zu erwarten war, dal} so 
gut wie nichts in die Aubenfltissigkeit tiberging. Der Riickstand 
des Dialysats war nur minimal, und es gelang nicht, nach der 
Veraschung Phosphorsiiure nachzuweisen. 

Die flockige Masse wurde nach Beendigung der Dialyse 
in Ather gelist. Sie verhielt sich jetzt in bezug auf die Lésungs- 
verhiiltnisse ganz anders als das urspriingliche Jecorin; sie loste 
sich leicht in Alkohol, wurde aus der alkoholischen Lésung 
durch Aceton gefiillt. 

Von der iitherischen L6sung (die sich nach Hinzufiigung 
von etwas Kochsalz klar von der wisserigen Schicht absetzte) 
wurde ein Teil eingedampft, und der Riickstand, der mit Natron- 
lauge zu einer schleimigen Fliissigkeit aufquoll, auf Reduktions- 
vermogen gepriift. Die Probe fiel negativ aus. 

Endlich wurde die Hauptmenge der itherischen Losung 
eingedampft, der Riickstand in médglichst wenig Chloroform ge- 
lost und die konzentrierte Chloroformlésung mit Aceton gefallt. 
Der hierbei entstehende Niederschlag wurde in Alkohol gelost 
und zu der Lésung eine konzentrierte alkoholische LOsung von 
Cadmiumchlorid gesetzt: hierbei entstand ein deutlicher fein- 
flockiger Niederschlag. Ein anderer Teil der durch Aceton ge- 
fiillten Substanz wurde auf ihren Glihriickstand gepriift: dieser 
war minimal, kaum wigbar. 

Fasse ich noch einmal die Resultate zusammen, so gelang 
es durch Kombination von Behandlung mit ganz verdiinnter 





‘) Von der Firma J. D. Riedel. 
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Salzsiure und von Dialyse, also ohne Anwendung von eingreifen- 
den Methoden, aus dem Jecorin eine Substanz zu gewinnen, die 
nicht mehr reduzierte, so gut wie aschefrei war, und sich auch 
in bezug auf Loslichkeit und Fillbarkeit wie Lecithin verhielt. 
Daneben wurden dialysable Stoffe erhalten: die reduzierende 
Substanz, Kalk, Phosphorsaure, stickstoffhaltige Substanz. Was 
diese letztere und die Phosphorsiiure betrifft, so muf man an 
die Moglichkeit denken, daB sie durch die benutzte Salzsaure 
aus dem Lecithin abgespalten worden sind. Das Lecithin ist nicht 
canz widerstandsfihig gegen Siiuren, auch nicht gegen verdiinnte 
und in der Kaélte einwirkende. Gilson,') der dariiber ein- 
sehende Untersuchungen angestellt hat, sagt: «Ich tberzeugte 
mich, dafi eine '/2°/oige Schwefelsiure auf das Lecithin nur 
fiuberst langsam wirkt und die saure Lésung selbst nach 
mehreren Tagen nur sehr wenig Cholin enthielt. Nach und nach 
wandte ich zu meinen Versuchen stiirker saure Losungen, 1-, 
2-. D-, 10°/oige, an. Da die Einwirkung einer 10°/oigen Schwefel- 
siure, obwohl noch langsam, doch erfolgreicher war, wihlte 
ich eine solche, um den Verlauf ihrer Einwirkung auf Lecithin 
zu studieren>». 

In unserm Falle war die Konzentration der Salzsiiure so 
gering, dali von einer weitgehenden Zersetzung nicht die Rede 
sein kann. Ein Teil der im Dialysat nachgewiesenen Phosphor- 
suure und stickstoffhaltigen Substanz mag aus zersetztem Lici- 
thin stammen, die Hauptmenge laBt sich aber nicht auf diesen 
Ursprung zuriickfiihren. 

Meine Beobachtungen sprechen zugunsten der Auffassung, 
dah in dem Jecorin ein Gemenge von verschiedenen anorganischen 
und organischen, stickstoffhaltigen und stickstofffreien Substanzen 
vorliegt, die vielleicht in lockerer chemischer Verbindung mit- 
elnander stehen, und unter denen das Lecithin die fiihrende 
Rolle spielt, eine Auffassung, die besonders von Bing vertreten 
worden ist. In Ubereinstimmung mit dieser Auffassung steht 
auch der Umstand, dafi die Substanzen, die von verschiedenen 
Untersuchern nach der gleichen Methode dargestellt waren, in 
ihrer Zusammensetzung wie in ihrem sonstigen Verhalten er- 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XI, S. 512. 
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heblich voneinander abweichen. Ja selbst die anscheinend am 
meisten charakteristische Kigenschaft, das Reduktionsvermogen, 
ist nicht konstant. Henriques!) gibt an, dab, wenn die Ex- 
traktion statt in der Kilte bei 45° vorgenommen werde, eine 
Abspaltung des Jecorinzuckers eintrete. Manasse?) isolierte 
aus Nebennieren eine jecorinartige Substanz, die bei der Spaltung 
auch Cholin, Glycerinphosphorsiure und Fettsdéuren lieferte, aber 
nicht reduzierte. Auch ich erhielt einmal bei der Extraktion 
von Pferdelebern bei 45° eine Substanz, die sich in allen andern 
Stiicken wie das Jecorin verhielt, aber nicht reduzierte. Nur 
kann ich nicht der erhOhten Temperatur die Schuld beimessen; 
denn ein anderes Mal! erhielt ich durch Extraktion in der Kilte 
ebenfalls ein Jecorin, das nicht reduzierte. Auch Waldvogel?) 
erhiell Jecorin, das sich in bezug auf Reduktionsvermogen ver- 
schiedenartig verhielt. 

Meine Untersuchungen muften, weil ich die bisherige 
Arbeitsstiitte verlieb, an diesem Punkte vorlaufig leider ab- 
gebrochen werden. Sie mubten daher mitgeteilt werden, bevor 
sie einen eigentlichen AbschluB erreicht hatten. Namentlich ist 
eine genauere chemische Charakterisierung der durch die er- 
wiihnten Prozeduren erhaltenen Substanzen notig. *) 

Zum Schlusse mobchte ich nieht verfehlen, Herrn Professor 
Thierfelder fiir sein dauerndes freundliches Interesse und die 
mir durch ihn zuteil gewordene wertvolle Forderung meinen 
herzlichsten Dank aussusprechen. 


3) Virchows Archiv, Bd. CLXXVII, S. 
‘) Die Untersuchungen werden in der chem. Abtlg. des Physiolog. 
Instituts in Berlin fortgefiihrt werden. 





































Zur Kenntnis der Papayotinverdauung. 
Von 
Kutscher und Lohmann. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Marburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 29. Oktober 1905.) 


Seitdem im Jahre 1879 von Wirtz das Papayotin niéher 
untersucht wurde, ist dasselbe Gegenstand zahlreicher Arbeiten 
seworden. ‘Trotzdem sind wir tiber die Wirkungsweise dieses 
pflanzlichen, proteolytischen Enzyms noch nicht geniigend unter- 
richtet. Denn wihrend die einen Forscher angeben, daf durch 
das Papayotin die Eiweifstoffe nur bis zu Peptonen abgebaut 
werden konnen, versichern andere, die gleichen krystallinischen 
Abbauprodukte gewonnen zu haben, wie bei der Trypsinver- 
dauung. Sie bezeichnen daher das Papayotin als tryptisches Enzym. 

Von den neueren Untersuchungen tiber das Papayotin mo- 
gen hier namentlich die sorgfaltigen Arbeiten von L. B. Mendel?) 
und Emmerling?) genannt werden. Mendel konnte aus den 
durch Papayotin erhaltenen Verdauungsprodukten keine krystal- 
linischen Spaltungsprodukte darstellen, Emmerling dagegen 
erhielt bei der Papayotinverdauung geringe Mengen Arginin, 
Tyrosin, Leucin, Asparaginsaure, Glycocoll, Glutaminsaure, 
Alanin, Phenylalanin. Allerdings bediente er sich zur Darstellung 
der Aminosiuren der ziemlich eingreifenden Fischer’schen 
Veresterungsmethode, die mdoglicherweise solehe als Kunst- 
produkte zu liefern vermag. *) 

Aus den zwiespaltigen Ansichten tiber die Bildung krystalli- 
nischer Verdauungsprodukte durch das Papayotin geht jedenfalls 
hervor, daB ihre Isolierung mit betrichtlichen Schwierigkeiten ver- 
knupft sein muB, die durch die Gegenwart reichlicher Mengen kolloi- 
der Verdauungsprodukte wie Albumosen, Peptone usw. bedingt ist. 

Nun ist von Steude! und Kutscher‘*) eine Methode 

) LL, B. Mendel und F. P. Underhill, Transact. of the Con- 

necticut Acad., Bd. XI, Oktober 1901. 
L. B. Mendel, American Journal of medic. Sciences, August 1902, 

7) Emmerling, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXV, S. 695. 

3) Siehe Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 81. 

*) Zentralblatt fiir Physiologie, Bd. XIX, Heft 15, und Zeitschrift fiir 
Untersuchung der Nahrungs- und Genufmittel, 1905, Heft 9. 
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ausgearbeitet worden, die gestattet, derartig hindernde kolloide 
Substanzen sehr vollkommen zu beseitigen. Wir haben sie auch 
zur Entfernung der Albumosen etc. aus einer durch Papayotin- 
einwirkung erhaltenen Verdauungsflissigkeit angewandt, und 
nunmehr gelang in der Tat die Darstellung charakteristischer 
krystallinischer Abbauprodukte ohne sonderliche Schwierigkeit. 

Am 7. Februar 1902 wurden 100 g feuchtes, gut ab- 
gepreBtes Fibrin in 750 g Wasser gebracht, 15 g Papayotin 
Merk zugefiigt, reichliche Mengen Chloroform zugegeben und 
das ganze wohlverschlossen in einen auf 38° eingestellten Brut- 
sehrank gebracht. Hier verblieb es bis zum 13. Dezember 1902, 
Die Verdauungsfliissigkeit gab zu dieser Zeit noch sehr starke 
Biuret- und Tryptophanreaktion. Wir filtrierten sie, dampften 
sie zum diinnen Sirup ein und stellten sie zur Krystallisation 
auf. Allmiihlich trocknete die Masse zu einem festen Lack ein, 
ohne jedoch die geringste Krystallisation abzusetzen. In dieser 
Form hielten wir sie lange Zeit, bis uns durch die oben er- 
wiihnte Methode die Moéglichkeit zu weiterer Verarbeitung ge- 
geben wurde. Wir nahmen dazu den eingetrockneten Riickstand 
wieder mit Wasser auf und fiillten ihn mit 20°/oiger TanninlOsung 
vollkommen aus. Ohne zu filtrieren, hielten wir die gefiillte 
Fliissigkeit einige Tage an kaltem Orte, bis sich die tiber dem 
miichtigen, zu einer festen Masse zusammengesinterten Nieder- 
schlag stehende Fliissigkeit vollkommen geklart hatte. Nunmehr 
wurde sie vom Niederschlag abgegossen, der Niederschlag ober- 
fliichlich gewaschen. Das iiberschiissige Tannin beseitigten wir 
aus der so gewonnenen Fliissigkeit durch Barytlésung. Es ist 
notwendig, Barytwasser zuzufiigen, bis sich an der Oberflache 
der Fliissigkeit beim Umriihren ein roétlicher Schaum zu zeigen 
beginnt. Das Baryumtannat saugten wir ab. Um aus dem mib- 
farbenen Filtrat die Reste des Tannins wegzuschaffen, sauerten 
wir es mit Schwefelsiiure schwach an und trugen, ohne das 
Baryumsulfat vorher zu entfernen, Bleioxyd im UberschuB ein. 
Riihrt man jetzt die Fliissigkeit einige Zeit mit dem Glasstabe 
um, so wird sie wasserklar und fast farblos, indem durch das 
Blei die Reste des Tannins, die iiberschiissige Schwefelséure 
und einige schmierende Substanzen gebunden werden. Den 














































r r ° . ‘ 4 
Zur Kenntnis der Papayotinverdauung. 385 


Niederschlag entfernten wir durch Filtration. Die giinstige Wir- 
kung der bisher geschilderten MaBnahmen zeigte sich, als wir das 
Filtrat einengten. Denn aus demselben begann sich schnell eine in 
gliinzenden blattchen krystallisierende Substanz abzuscheiden. 
Wir nahmen jedoch, ohne die reichliche Krystallisation 
zu entfernen, die eingeengte Fliissigkeit wieder mit Wasser 
auf und siuerten mit Schwefelsiure stark an. Das ausfallende 
Bleisulfat saugten wir ab und fiallten das Filtrat mit Phosphor- 
wolframsaéure. Aus der Phosphorwolframfiillung wurden = zu- 
niichst nach bekannten Methoden die freien Basen dargestellt, die 
weiter in eine Histidin-, Arginin- und Lysinfraktion geteilt wurden. 
Aus der Histidinfraktion gewannen wir dureh Pikrolon- 
siure, nach Steudels!) Angaben, ein in diinnen, gelben, glin- 
zenden Bliittchen krystallisierendes Pikrolonat, das bei 350° 
explodierte. Die Ausbeute betrug nur ca. 0,1 g. Die Analyse 
gab folgendes Resultat: 
= 16,5°; Ba. = 748,5 mm, 
7,4°/o berechnet. 


5 


0.0766 g gaben 11,6 ccm N; 7 
woraus sich N = 1] 
Histidinpikrolonat verlangt: 23,44°/o. 

Die von uns gewonnene Verbindung war demnach wahr- 
scheinlich kein Histidinpikrolonat, doch waren wir wegen Mangels 
an Material gezwungen, unsere Analyse mit zu geringen Mengen 
anzustellen, und médchten deshalb die Frage, ob bei der Papayotin- 
verdauung kein Histidin entsteht, noch in der Schwebe lassen. 

Aus der Argininfraktion lief sich durch Pikrolonséure das 
charakteristische Argininpikrolonat gewinnen. Die Ausbeute 
daran betrug ca. 0,5 g. Die Analyse gab folgende Resultate: 


0,1686 g gaben 38,0 ccm N; T. = 18°; Ba. = 749.5 mm 
O1647 > » B32» » » = 195°; » 740 > 
Fiir C,,H,N,O, - C,H,,N,0, 

Berechnet: N == 25,6. Gefunden: N = 26,1°/0; 25,7 %o. 


Guanidin, nach dem wir im Filtrat vom Argininpikrolonat 
suchten, konnten wir nicht nachweisen. 

Aus der Lysinfraktion lieB sich ohne Schwierigkeit, nach 
der Vorschrift von Kossel, typisches Lysinpikrat in einer Aus- 
beute yon 2 g gewinnen. Davon gaben 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, 5S. 219. 
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0,1675 g Substanz 27,8 ccm N; T. 17,5°; Ba. = 733,5 mm 
Fir CyH,,N,0, - C,H,N,O, 
Berechnet: N —= 18,7 °%o. Gefunden: N = 18,8° 0, 

Penta- oder Tetramethylendiamin, nach denen wir in 
dieser Fraktion fahndeten, lieB sich nicht nachweisen. 

Das Filtrat der Phosphorwolframfillung befreiten wir durch 
Baryt von Schwefelséiure und iiberschiissiger Phosphorwolfram- 
siure. Den Baryt entfernten wir durch Kohlensaure. Nach 
dem Einengen begann eine reichliche Krystallisation. Die 
Krystalle saugten wir scharf ab. Durch Aufnehmen mit Wasser 
lieBen sie sich in zwei Fraktionen trennen. Die eine war in 
Wasser sehr schwer l6slich, sie bestand aus feinen glianzenden 
Nadeln, die sich durch Analyse und Reaktionen als Tyrosin 
erweisen lieben. Die Ausbeute daran betrug ca. 0,5 g. 

0,1571 g gaben 11,0 ccm N; T. = 18,5°; Ba, = 736 mm 

Q15dD8 » D 10.5 >» » » = 180° » =740 » 

Fiir CgH,,NO, 

Berechnet: N = 7,8°). Gefunden: N = 7,90; 7,7°/o. 

Die in Wasser leichter lOsliche Fraktion krystallisierte in 
zarten, glinzenden Blattchen. Die Analyse zeigte, dali sie jedenfalls 
aus einem Gemenge von Aminovalerianséure und Leucin bestand. 


0,1567 g gaben 16,2 ccm N; T. = 18,0°; Ba. = 750 mm 

OLD84 » . 16,6 > > > om ie,2 *; > - 741 » 

Q0,1794 >» » 0,348 g CO, und 0,1575 g H,O 

Gefunden : Aminovaleriansiure verlangt: Leucin verlangt: 
N 11,9°%/o; 12,1%o N = 12,0°%o N = §0,7°%/o 
C = 52,9 CG = 51,3°/o C == 55,0°/o 
Hi==z 95" /o H= 9,5°%,o H = 10,0°/o 


Die Ausbeute an diesem Gemenge betrug ca. 2,0 g. 

Nach der Entfernung des Tyrosins etc. hinterblieb ein 
geringer sirupOser Rest, der die Tryptophanreaktion sehr inten- 
siv gab, aber auch bei langerem Aufbewahren keine Krystalli- 
sation mehr absetzte. 

Unsere Ergebnisse lassen keinen Zweifel, daB bei der 
Papayotinverdauung reichliche Mengen der gleichen krystalli- 
nischen Spaltungsprodukte entstehen kénnen, wie sie sich auch 
bei der Trypsinverdauung bilden. Dagegen haben wir Penta- 
und Tetramethylendiamin, die fir weitgehende Pepsinverdauung 
charakteristisch sind, nicht darstellen konnen. 





























Untersuchungen iiber tierische Leimstoffe. 
IV. Mitteilung. 
Das Verhalten gegen Salzlosungen und Saure. 


Von 


WI. S. Sadikoff. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Instituts fiir experimentelle Medizin 
in St. Petersburg. 1903.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Oktober 1905.) 


In einer friiheren Mitteilung!) wurde festgestellt, daB& die 
Leimstoffe (Glutine und Gluteine) durch ihre verschiedene Lés- 
lichkeit in konzentrierten Losungen einiger Neutralsalze (NaCl, 
KC], KNO,, KCN) unterschieden werden konnen. Glutin aus 
der gereinigten Gelatine, sowie auch Sehnenglutin, erwiesen 
sich als in konzentrierten Losungen von KCl, KNO, und KCN 
unléslich, wiihrend alle gepriiften Gluteine in diesen Lésungs- 
mitteln leicht léslich waren, wie auch in gesittigter, kalter 
Kochsalzlésung. Auffallend ist das abweichende Verhalten des 
Sehnenglutins zur Kochsalzlésung; Sehnenglutin ist in NaCl- 
Losung unldslich, wéhrend Gelatine loslich ist. Gelatine war 
auch teilweise in starken Lésungen von KCl und KNO, ldslich, 
sodafi man sie in zwei Teile trennen kénnte, einen in diesem 
LOsungsmittel schwer léslichen und einen leicht léslichen. 

Auf Grund dieser Beobachtungen kénnte man _ voraus- 
setzen, daB entweder das Glutin aus Gelatine ein Gemenge von 
verschiedenen Korpern sei, welche durch die Behandlung mit 
den betreffenden Neutralsalzl6sungen trennbar sind, oder daB 
die Produkte, welche in Neutralsalzlésungen ldslich sind, die 
Umwandlungsprodukte des urspriinglichen, in Salzldsungen un- 
loslichen Glutins darstellen. Die letzte Voraussetzung scheint 
wahrscheinlicher zu sein, denn das Glutin, welches nach einem 





') Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 15, 1904. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVI. 25 
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neuen Glutinierungsverfahren!) aus Sehnen und Knochen ge- 
wonnen war und wobei jede Zersetzung vermieden wurde, war 
volistandig in NaCl-, KCl-, KNO,-Lésungen unldslich. 

Verschiedene Muster von kauflicher Gelatine, welche eine 
verschiedene chemische und thermische Vorgeschichte haben, 
verhalten sich gegen diese Salzlésungen verschieden, je nach 
der Menge von Umwandlungs- und Zersetzungsprodukten, welche 
im Laufe der Glutinierung des Kollagens mit Wasser entstanden 
sind; diese Produkte sind wenig bestiéndig und gehen leicht 
ineinander im Sinne der fortschreitenden Zersetzung uber, bis 
zu einer gewissen Phase sind sie durch die Hitzewirkung re- 
versibel (Kondensation),?) bei der weiteren Entwickelung des 
hydrolytischen Prozesses wird diese Kondensationsfihigkeit dem 
Wasser und Salzlésungen gegentiber eingebiibt, wihrend die 
Gelatinierungsfihigkeit und die elementare Zusammensetzung 
noch erhalten bleiben’) (das negative Glutin). 

Kine allmiihliche Zergliederung des Glutins unter dem 
Einflusse des Wassers, der Wirme, der Salze und Bildung 
einer Reihe von Umwandlungsprodukten von abnehmender Dichte 
ist von Schroeder?) in seiner Untersuchung: «Uber Erstarrungs- 
und Quellungserscheinungen von Gelatine» festgestellt. «Gelatine- 
losung — sagt er S. 76 — wird einem Verseifungsprozef unter- 
zogen, der dadurch zum Ausdruck kommt, dab die innere 
Reibung der Gelatineldsung im Laufe der Zeit abnimmt. Der 
Vorgang verlauft einsinnig (irreversibel) und zwar annihernd 
als logarithmische Funktion der Zeit.» Das Auffinden von ein- 
zelnen Verseifungsprodukten des Glutins gelingt aber nicht, sei 
es durch die Bestimmung der elementaren Zusammensetzung, 
sel es durch die Ermittelung der physikalischen Eigenschaften 
der Gallerte wiihrend der ersten Stufen des hydrolytischen 
Prozesses. Das Verhalten der Verseifungsprodukte den Salz- 
ldsungen und Siiuren gegeniiber gestattet uns, diesem Er- 
scheinungskreis naher zu treten. 

') Das Verfahren wird in der niichsten Mitteilung beschrieben. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLI, 5S. 18, 1904. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 406, 1903. 

*) Zeitschrift f. physikal. Chem., Bd. XLVI, 1903. 
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Nimmt man 10 oder 20°/o wiisserige Losung von kiiuf- 
licher Gelatine und sattigt die auf dem Wasserbade erwarmte 
Lésung mit fein gepulvertem NaCl oder KCl in Substanz, so 
weit, daf ein Salzbodenkorper entsteht, und lat die Losung 
ruhig erkalten, so fangen aus der noch warmen Lésung die 
gallertartigen Faden und Tropfen an herauszufallen, sie sammeln 
sich auf dem Boden und bilden eine kompakte Gallerte (Salz- 
gel a). Die tiberstehende Salzlisung enthilt einen Teil der 
Gelatine (Salzsol); bei dem vorsichtigen Ansiiuren der letzteren 
in der Kalte mit schwacher Siure (Kssigsiure oder Salzsaure) 
fallt ein eigenartiger, sehr klebriger, fadenziehender, _firnis- 
iihnlicher Niederschlag heraus, welcher sich fest an die Wandungen 
oder den Boden ansetzt, im Uberschusse der Siiure ist er lislich 
(Siuregel b). In saurer SalzlOsung ist noch ein Teil der Gelatine 
gelOst vorhanden, sie kann aus der sauren oder neutralen Loésung 
durch schwefelsaure Salze (MgSO,, (NH,),.5O, etc.) ausgesalzen 
werden (Sauresalzsol c). 

Auf diese Weise kann man in Gelatine auf Grund des 
Verhaltens gegen Salzlésung drei Bestandteile unterscheiden: 
a) einen in Salzlosung unloslichen, b) einen in Salzlésung lés- 
lichen, durch Séure ausfallbaren, und ¢) einen in saurer Salz- 
ldsung léslichen. Nehmen wir den ersten Bestandteil a, lOsen 
ihn in Wasser, und wiederholen die Siittigung mit demselben 
Salz und unter denselben Bedingungen, so laft sich die Bildung 
des Salzgels a nicht wieder beobachten, sondern es entstebt 
ein weiber, flockiger Niederschlag, oder es entsteht iiberhaupt 
keine Fallung mehr; beim Anséuern dieses Salzsols fallt ein 
Sduregel und bleibt ein Teil (c) in saurer Salzlésung zuriick. 
Die Moglichkeit der Bildung der Bestandteile b und c¢ aus dem 
Bestandteil a (und zwar in griéferen Mengen) bei nachtriig- 
licher Sattigung zeigt, daf a, b und ec keine festen, einzelnen 
Kestandteile des Glutins sind, sondern nur Zustiinde oder Stufen 
eines Umwandlungsprozesses, eines Verseifungsprozesses, und 
sich bei der Salzsiittigung selbst bilden. 

Sehnenglutin, welches in der Kiilte in konzentrierter NaCl- 
oder KCl-Lisung unlislich ist, bildet bei der Ubersiittigung mit 
diesen Salzen in Substanz in der Wiirme auch Salzgel, Saure- 
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gel und Séuresalzsol. Sehnenglutin ist beim Erwiarmen in kalt- 
gesiittigter KCl-LOsung léslich und bleibt auch beim Abkiihlen 
, wihrend es in der Kilte in kaltgesiittigter KCl-Lésung 
vollig unléslich war. Besonders auffallend ist das Verhalten 
der MgSO,-Losung, da die letztere ein Fallungsmittel fiir den 
Leimstoff ist. Glutin ist in 20°%/oiger MgSO,Lésung in der 
Kiilte véllig unléslich, beim Erwarmen lost sich aber das Glutin 


gelost 


in dieser LOsung auf, um beim Abkithlen sich teilweise als 
flockige Fiillung abzuscheiden; der grOBte Teil bleibt jedoch in 
Salzljsung und wird beim Ansiiuern flockig vollstiindig gefiillt. 

In allen angegebenen Fallen beobachten wir die Um- 
wandlung eines in der einen oder anderen Salzlésung unlés- 
lichen Glutins in ein Glutin, welches in derselben Loésung lés- 
lich ist: und diese Umwandlung geschieht unter dem Einfluf 
der Wiirme und des Losungsmittels selbst: sie kann also als 
ein Ausdruck des Verseifungsprozesses angesehen werden. Ich 
schlage vor, diese Erscheinung als Salzinversion des Glutins 
zu bezeichnen. 

Auf die Einwirkung der stirkeren Neutralsalzl6sungen auf 
Glutin beim Erwirmen haben zunichst Dastre und Floresco!) 
ihre Aufmerksamkeit gelenkt. Sie nahmen eine Umwandlung 
des Glutins in die nicht gelatinierenden Produkte an und so- 
mit eine chemische Bildung der Gelatose aus dem Glutin. Die 
Salze NaCl, KCl, NH,CI, KJ ete. hatten in 10°/oigen wasserigen 
Losungen bei der Einwirkung auf 1-, 2,5-, 5°/oige Losungen 
des Glutins im Laufe von mehreren Stunden bei 40° die 
Gelatinierungsfihigkeit vernichtet und wirkten, nach der Meinung 
der Autoren, hydrolytisch, wie peptische Enzyme oder Bakterien. 
Diese Erscheinung wurde von Dastre und Floresco als eine 
«digestion saline de la gelatine» bezeichnet. Diese Behauptungen 
wurden jedoch von Morner?) widerlegt. Die chemische Um- 
wandlung des Glutins wurde auf den Verlust der Gelatinierungs- 
fiihigkeit des Glutins nach der Digestion desselben mit Salz- 
lOsungen in der Warme zurickgeftihrt. Nachdem Morner die 
Tatsache festgestellt hatte, daB die Gelatinierungszeit unter dem 





') Arch. de physiologie, Bd. XXVII, S. 701, 1895. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 507—523, 1899. 
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Einflusse der Salze eine Verzégerung erleidet, und da sie 


ferner unabhiingig ist 
Wiirme, hat er 


den SchluB 


von vorhergehender Digestion in der 


gezogen, dali die Abnahme der 


Gelatinierungszeit nicht durch die Bildung der Gelatose oder 
irgendwelcher Umwandlungsprodukte des Glutins bedingt sei, 
sondern nur durch die Beimengung des Salzes, und daB nach 
der Entfernung dieses letzteren die urspriingliche Gelatinierungs- 
fihigkeit in vollem Male wieder hergestellt wird. Aber die 
Gelatinierungsfihigkeit allein gibt keine Berechtigung, iiber den 
Zustand des Glutins zu urteilen, denn z. B. «negatives» Glutin, 


welches in seinen Eigenschaften tief angegriffen ist (Verhalten 


gegen kaltes Wasser, SalzlOsungen, Salzlésungen und Siiure, 
sauren Alkohol und Alkali, Kondensationsfihigkeit) behalt die 
Fiihigkeit, eine Gallerte zu bilden. Die Gelatinierungszeit ditirfte 


wohl weniger mabgebend fiir die Beurteilung des Zustandes 


sein, in dem sich dies Glutin befindet, als die innere Reibung. 


Die letztere aber zeigt bei den Versuchsbedingungen von Dastre 


und Floresco das Vorhandensein eines Verseifungsprozesses 


an, das heibt eines wenig tiefgreifenden hydrolytischen Pro- 


zesses. Erwiirmen, Zeitdauer der Einwirkung, chemische und 


thermische Vorbehandlung des Glutins, Gegenwart von Salzen, 


alles beeinfluBbt eine langsame, fortschreitende, chemische Um- 


wandlung, und sollten, parallel mit diesem ursprtinglichen Prozeb, 
noch andere physikalische Vorgiinge verlaufen, welche sich in 


der Abnahme der Gelatinierungsfihigkeit &uBern, so wirden 


diese nichts weiter sein, als eine «spezifische Beeinflussung » 
(Schroeder, I. c., 5. 90) eines chemischen Hauptprozesses. 

AuBer dieser Wirkung des Salzes, als eines katalytischen 
Agens bei der Verseifung des Glutins mittels Wassers, kann 
man auch eine andere chemische Beziehung zwischen Salz- 
losung und Glutin annehmen, niémlich eine Verbindung des 
Glutins mit den Molekeln des Salzes. Dafiir spricht schon das 
verschiedene Verhalten verschiedener Salze gegeniiber Leim- 
stoffen, sowie auch der Verlust der Salzloslichkeit derselben 


bei der Hitzewirkung. 


Wie schon oben angegeben wurde, ruft 


das Ansiuern der Salzlésung des Glutins eine Fallung hervor. 


In diesem Sinne wirkt jede Séure (CO,, Citronensiiure, Essig- 
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siiure, HCl, H,SO, etc.): im Uberschusse der Siure ist der 
Niederschlag mehr oder weniger leicht léslich, was von der 
Natur des Salzes und der Siure abhangig ist. So gibt CO, 
nur eine unvollstéindige Fallung, Mineralséuren aber lésen den 
schon einmal gebildeten Niederschlag leichter als die organischen 
Siiuren. Andererseits ist ein aus Kochsalzldsung mit Siure 
gefiillter Niederschlag leichter loslich als ein aus KCl-Losung 
und besonders ein aus der MgSO,-Losung gefallter: in letzterem 
Falle findet eine fast vollstiindige Féllung des Glutins statt. 
Das Zusammenwirken von Salzlésung und Siure ist also einer- 
seits bedingt durch die Natur des Salzes, andererseits durch 
die groéBere oder geringere Léslichkeit der Verbindung des 
Glutins mit dem Salz in der Siiure. Dah eine solche Verbin- 
dung zustande kommt, kann tibrigens auch durch die folgenden 
Reaktionen bestatigt werden. Der Niederschlag, welcher in 
der Glutinkoehsalzl6sung durch die Saure hervorgerufen wird, 
ist im Uberschusse der Siiure léslich, aber er erscheint beim 
Erwiirmen wieder, um beim Abkiihlen wieder zu verschwinden; 
ein bei Gegenwart von wenig Siiure bestiandiger Niederschlag 
lost sich in NaCl-Lésung bei Zusatz von wenig Alkohol oder 
Alkali und erscheint wieder beim Ansauern oder beim Ab- 
dampfen des Alkohols. 

Analog der Verbindung des Glutins mit Salzen kann man 
auch eine Verbindung zwischen Glutin und Séure annehmen. 
Diese Verbindung bildet sich auch durch Umsetzung einer Salz- 
ldsung und ist bei Gegenwart von Alkohol loslich. Ferner, 
setzen wir zu einer wiisserigen, abgekiihlten, aber noch nicht 
erstarrten Losung des Glutins irgend eine Séure (Essigsiure, 
Salzséure) hinzu, und darauf 2—3 Volumen Alkohol, so findet 
keine Fiallung des Glutins durch Alkohol statt, sondern der 
ganze Leimstoff bleibt in der sauren alkoholischen Losung, 
und es bildet sich eine Verbindung (Glutin + Saure), welche 
in 70°/oigem Alkohol léslich ist. Bei stiirkeren Konzentrationen 
des Glutins und der Séure erstarrt die alkoholische Losung 
zu einer alkoholischen Gallerte. 

Aus seiner sauren alkoholischen Losung wird das Glutin 
durch Neutralisation mit Alkali gefillt, was durch die Zersetzung 
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der Verbindung (Glutin ++ Séure) und Zuriickbildung des in 
neutralem oder alkalischem Alkohol unléslichen freien Glutins 
bedingt ist. 

Die angegebenen Reaktionen des Glutins: 1. Die Lés- 
lichkeit in der gesattigten Salzlésung in der Kélte oder beim 
Erwirmen, besonders aber in MgSO,-Losung. 2. Das Ausfallen 
aus diesen SalzlOsungen beim Ansiiuern. 3. Die Loslichkeit in 
70°/oigem sauren Alkohol. 4. Das Ausfallen bei der Neutralisation 
dieser LGsung haben ein besonderes Interesse, insofern als sie 
nur denjenigen Leimstoffen eigen sind, welche keine Verseifung 
erlitten haben. Schon sehr geringe Einfliisse (Einwirkung von 
Wasser, Salzen, Siiuren, Alkalien, Wirme), welche die Ver- 
seifung des Glutins hervorrufen, kommen sofort zur Geltung, 
denn in diesen Fallen fallen die genannten Reaktionen negativ 
aus. Aus diesem Grunde gehéren die erwiéhnten Reaktionen 
ebenso, wie das Verhalten des Glutins zu kaltem Wasser und 
Neutralsalzlosungen, zur notwendigen Charakteristik des Glutins. 

Dieselben Reaktionen kOnnen auch mit Erfolg zur Reinigung 
des Leimes von verschiedenen Beimengungen angewendet werden, 
denn sie sind nur den echten Leimstoffen eigen. 





















Uber die Fallung des Serumglobulins im Blutserum mittels 
Essigsaure. 


Von 


W. Huiskamp. 


Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat Utrecht.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. November 1905.) 


Von Hammarsten!) wurde gefunden, dal in einer moég- 
lichst’ salzfreien, neutralen Losung von Serumglobulin durch 
Zusatz von geringen Mengen Salz, z. B. Kochsalz bis zu einem 
Gehalt von O,1—O0,3°/o, eine Fallung hervorgerufen wird. 
Hammarsten zeigte dann weiter, dai diese Fallung durch 
einen geringen UberschuS8 von Salz, sowie auch durch ein 
wenig Alkali wieder gelést wird. Es laBt sich die Erscheinung 
der Fiillung des Serumglobulins durch geringe Salzmengen auch 
am Blutserum?) selbst beobachten, falls man dasselbe z. B. 
mit dem zweifachen Volumen Wasser verdiinnt und dadurch 
den Salzgehalt auf etwa 0,3°/o bringt; wegen des Alkaligehalts 
der Fliissigkeit entsteht dann noch kein Niederschlag; neutra- 
lisiert man das Alkali oder wird die alkalische Reaktion ab- 
gestumpft, so fillt Serumglobulin aus. Daf dieser Niederschlag 
tatsiichlich durch den Gehalt von etwa 0,3°/o Salz verursacht 
wird, geht daraus hervor, daB, falls der Niederschlag abzentri- 
fugiert und mit Wasser gemischt wird, das Wasser den Nieder- 
schlag list und zwar desto besser, je vollstandiger durch das 
Zentrifugieren die Fliissigkeit und damit die darin enthaltenen 
Salze aus dem Niederschlage entfernt waren. Die Auflosung 
in Wasser von Zimmertemperatur erfordert einige Zeit; erwarmt 
man das Gemisch auf 40°, so tritt die Lésung sehr schnell 

1) Pfliiger’s Archiv, Bd. XVIII, 5. 38. 

*) Mit Blutserum wird, falls nicht ausdriicklich anders bemerkt, 
hier Rinderserum gemeint. 
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ein. In der auf diese Weise erhaltenen Lésung in Wasser 
kann durch Zusatz von NaCl bis zu einem Gehalt von 0,1—0,3°/o 
wieder ein Niederschlag hervorgerufen werden. Der aus dem 
Serum erhaltene Niederschlag ist also lOslich in Wasser, nicht 
aber in 0,1—0,3°/oiger Salzldsung. Ich habe schon friher?!) 
den Versuch gemacht, eine Erklirung fiir die Wirkung der 
geringen Salzmengen in derartigen Fiillen zu geben, worauf 
ich der Kiirze halber hier verweisen mdochte. 

Von dieser durch geringe Salzmengen verursachten Fillung 
liBt sich der Niederschlag, welcher durch Anséuern mit Essig- 
siure in mit dem zweifachen Volumen Wasser verdiinntem 
Blutserum hervorgerufen werden kann, leicht unterscheiden 
und trennen. Es ist dies eine Tatsache, welche, wie mir 
scheint, in der Literatur wenig beachtet worden ist. Filtriert 
man néamlich die durch Neutralisation?) erhaltene Fiéllung ab, 
so verursacht Zusatz von Essigsiiure im Filtrate zunachst keinen 
neuen Niederschlag; fiihrt man aber mit dem Zusatz fort, so 
entsteht schlieblich wieder ein Niederschlag. Als Beispiel fiihre 
ich folgenden Versuch an. Ein Liter Serum wurde mit zwei 
Liter Wasser verdiinnt; nach dem Zusatz von 20 ecm 6°/oiger 
Essigsiiure war die Reaktion gegen Lackmus schwach sauer 
geworden; der gebildete Niederschlag wurde abzentrifugiert ; 
der ganz klar zentrifugierten Fliissigkeit konnten 15 ccm 
6°/oige Essigsiiture zugesetzt werden, bevor eine neue bleibende 
Triibung entstand: nachdem darauf noch 14 cem_ derselben 
Essigsiurelésung zugesetzt waren, hatte sich ein grober flockiger 
Niederschlag gebildet. 

Es lassen sich demnach deutlich zwei Niederschlige unter- 
scheiden; den ersten, welcher bei einem Salzgehalt von etwa 
0,3°/o ausfillt, werde ich in der Folge als «Salzglobulin», den 
zweiten als «Essigsiureglobulin» bezeichnen. 

Ks schien mir nicht ohne Interesse, zu untersuchen, ob 
vielleicht diese beiden Korper in ihrem qualitativen Verhalten 
oder in der quantitativen Zusammensetzung Unterschiede auf- 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV, 5. 51. 
2) Um sicher zu sein, dafi alles Alkali neutralisiert worden ist, 
empfiehlt es sich, in diesem Falle die Fliissigkeit ganz schwach anzusiuern. 
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weisen. Hinsichtlich der Ausbeute an beiden Substanzen ist 
zu bemerken, daf vom Salzglobulin regelmabig etwas mehr 
erhalten wurde als vom Essigsiureglobulin. 

Zur weiteren Untersuchung wurden die beiden Nieder- 
schlige einige Male mit Wasser, welchem eine geringe Menge 


Essigsiiure zugesetzt war, und darauf mit destilliertem Wasser 
ausgewaschen. Die Priaparate, welche fiir die Ermittelung der 
quantitativen Zusammensetzung dienten, wurden sodann mit 
Alkohol und mit Ather mehrmals tagelang extrahiert, schlie{- 
lich mit absolutem Alkohol ausgewaschen und im Exsikkator 
getrocknet. Fiir die qualitative Untersuchung wurden die Nieder- 
schlige in Wasser mit Hilfe von mdglichst wenig Ammoniak 
gelést; eine alkalische Reaktion war fiir die Losung nicht er- 
forderlich. 


Verhalten der Lésungen gegen geringe Salzmengen. 


Sowohl das Essigséureglobulin als das Salzglobulin wird 
durch Zusatz von NaCl, CaCl,, MgSO, bis zu einem Gehalt 
von 0,1—O0,3°/o teilweise gefillt. Die Niederschlage losen sich 
im UberschufB oder auch durch Zusatz von ein wenig Alkali. 
Es fragt sich also, warum das Essigsiiureglobulin nicht sofort 
zusammen mit dem Salzglobulin im Serum gefallt worden ist. 
Hierzu ist zu bemerken, daB die Fallung in beiden Fallen un- 
volistiindig ist, und es labt sich daher schon jetzt vermuten, 
dafi das Essigsiureglobulin nur ein bei der Fallung des Salz- 
globulins in Lésung gebliebener Anteil dieses Korpers ist, 
welcher dann spiiter durch die Essigsiure gefallt wird. 


Verhalten gegen Essigsaure. 


Die Lésungen beider Korper werden durch Essigsaure 
gefiillt: die Niederschliige lésen sich im Uberschu8. Das Essig- 
siureglobulin list sich schwieriger im UberschuB als das Salz- 
globulin. 


Verhalten gegen Ammonsulfat. 


Beim Zusatz von Ammonsulfat bis zu 34°/o der Sattigung 
fillt aus beiden Lésungen der grote Teil des Eiweifes aus. 
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Beide Korper enthalten demnach viel «Euglobulin» und wenig 
«Pseudoglobulin»; dieser Befund steht mit den Beobachtungen 
von Joachim und Freund!) tiber das mit Essigsiure gefiillte 
Serumglobulin in Einklang. 

Die Koagulationstemperatur lag fiir beide Losungen 
(in 31/2°/o NaCl) bei 74—75°. 

Versuche mit Pferdeserum ergaben ahnliche Resultate, 
als hier fiir das Rinderserum beschrieben sind. Hinsichtlich 
der bei der Fallung des Pferdeserums bendtigten Mengen Essig- 
siure fiihre ich folgenden Versuch an. Es wurden 333 cem 
Serum mit Wasser zu einem Liter verdiinnt; nachdem 6 ecm 
6%Joige Essigsiure zugesetzt waren, war die Reaktion sehr 
schwach sauer geworden; der entstandene Niederschlag war 
nicht so grof als unter sonst gleichen Umsténden beim Rinder- 
serum. Der Niederschlag wurde abfiltriert. Dem Filtrate konnten 
10 cem 6°/oige Essigsiiure zugesetzt werden, bevor wieder 
eine neue bleibende Triibung entstand. 


Quantitative Zusammensetzung der aus Rinderserum 
erhaltenen Korper. 


Die fiir die Analysen benutzten Substanzmengen wurden 
bei 110° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

Salzglobulin. 0,2878 g Substanz leferten 0.5546 g CO, und 
0.1975 g H,O. 

0.4180 g Substanz lieferten (bei der N-Bestimmung nach Kjeldahl) 
0.079475 g NHsg. 

0,5332 g Substanz lieferten nach Verbrennung mit Salpeter und 
Soda ber der Weingeistflamme 0.0418 g BaSO,. 

0,5352 g Substanz heferten 0,0027 g Asche; der Aschengehalt be- 
trug demnach 0,504 °/o. 


2 


Auf aschenfreie Substanz berechnet wurden also gefunden : 

C = 52,83%o, H = 7,66%, N = 15,73%, S = 1,079%. 

Essigsadureglobulin. 0,2968 g Substanz lieferten 0,5703 g CO, 
und 0,1986 g H,0. 

0,2647 g Substanz lieferten (bei der N-Bestimmung nach Kjeldahl) 
0,050788 g NH,. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, 5. 407. 
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0.5312 g Substanz lieferten 0,0408 g BaSO,. 0,4502 g Substanz 
lieferten 0,0020 g Asche; der Aschengehalt betrug also 0,444 °%/o. 

Auf aschenfreie Substanz berechnet, wurden demnach 
gefunden: 

C = 52,64°%o, H = 7,46°%o, N = 15,87°o, S = 1,060%o. 


Von Phosphor wurden in den beiden KOrpern nur Spuren 
gefunden. Aus 0,8407 g Essigsiiureglobulin wurden 0,002 ¢ 
Mg,P,0, erhalten, wahrend 0,7178 g Salzglobulin keine wiig- 
bare Menge Mg,P,O, lieferten. In Anbetracht dessen, daB die 
fiir die Analysen benutzten Praéparate mit essigsiurehaltigem 
Wasser, Alkohol und Ather ausgezogen waren, wodurch Phos- 
phate und Lecithin entfernt wurden, ist es wahrscheinlich, daf 
die im Essigsaureglobulin gefundene Spur von Phosphor von 
einer allerdings sehr geringen Verunreinigung dieser Substanz 
mit einem phosphorhaltigen Eiweibkorper herrihrt. Joachim 
und Freund!) haben im Serum in sehr geringen Mengen einen 
phosphorhaltigen Eiweifikorper, welcher bei der Verdauung 
Nuclein oder Pseudonuclein lieferte, gefunden. In etwas groferen 
Mengen konnte Pekelharing?) aus Plasma ein Nucleoproteid 
darstellen und zwar namentlich aus demjenigen Teil der Plasma- 
eiweibkérper, welcher beim Zusatz von tiberschissiger Essig- 
siiture am liingsten ungeldst. blieb. 

Die fiir die Zusammensetzung des Salzglobulins und des 
Kssigsaureglobulins gefundenen Zahlen stimmen unter einander 
und mit den von andern Forschern , * das Serumglobulin ge- 
fundenen Zahlen gut tiberein. Der einzige Unterschied, welcher 
zwischen den beiden Korpern gefunden wurde, ist dieser, dai das 
Essigsiiureglobulin sich in tiberschiissiger Essigsiiure schwieriger 
list als das Salzglobulin; doch glaube ich diesem Unterschied 
keine grofbe Bedeutung beilegen zu miissen, zumal weil bei der 
Fiillung aus dem Serum das Essigsiureglobulin mit etwas 
stiirkeren Essigséureldsungen in Beriihrung gekommen ist und 
dadurch die Loéslichkeitsverhiltnisse dieses KOrpers sich etwas 
geindert haben kénnen. Das Essigsiéureglobulin méchte ich 





ht 
*) Untersuchungen tber das Fibrinferment. Amsterdam 1892. 
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daher als einen bei der Neutralisation des Serums in Loésung 
gebliebenen Teil des Salzglobulins betrachten. 

DaB das Serumglobulin eine Séiure darstellt, welche 
Basen zu binden imstande ist, wurde schon vor Jahren von 
Hammarsten!) hervorgehoben. Die Menge der Basen, welche 
das Serumglobulin zu binden vermag, lift sich bequem im 
mittels CaCl, bereiteten Calciumsalze des Serumglobulins be- 
stimmen, weil ein etwaiger UberschuB von CaCl, leicht durch 
Auswaschen mit Alkohol entfernt werden kann, ohne das 
Calciumsalz des Scrumglobulins selbst zu lOsen. Zur Bestimmung 
des gebundenen Calciums habe ich die Ca-Verbindungen des 
Salzglobulins und des Essigsiiureglobulins auf folgende Weise 
bereitet. Die beiden Kérper wurden auf die schon oben be- 
schriebene Weise aus dem Serum gefiillt; die Niederschlige 
wurden mit essigsiiurehaltigem Wasser, darauf mit destilliertem 
Wasser ausgewaschen und sodann unter Zusatz von NH, in 
Wasser gelést. Um sicher zu sein, daf alle Sauregruppen des 
Globulins durch Ammoniak gesiittigt waren, wurde NH, bis zu 
sehr schwach alkalischer Reaktion zugesetzt. Diesen LOsungen 
wurde soviel CaCl, zugesetzt, daB der Gehalt daran 0,2°/o 
betrug. Es fallt dann die Calciumverbindung des Globulins 
aus. Diese Niederschliige wurden mit Alkohol tagelang extra- 
hiert, bis alles tiberschiissige CaCl, entfernt war; darauf wurden 
die Priiparate mit Ather extrahiert und getrocknet. Zur Be- 
stimmung des Calciumgehaltes wurden die Substanzen verascht 
und in der Asche nach den iiblichen Regeln die Menge des 
Calciums bestimmt. 

Salzglobulin, Prap. I.: 1.3850 g Substanz lieferten 0,0101 g CaO; 

Ca-Gehalt = 0,521°/o 

Prip. If: 0,4205 g Substanz lieferten 0,0032 g CaO; Ca-Gehalt 
=: 0,544/o, 

Prap. Ill: 1,4496 g Substanz lieferten 0.0119 g CaO; Ca-Gehalt 
= 0,586°/o. 

Essigsdéureglobulin. Prip. I: 0,9919 g Substanz lieferten 

0,0081 g CaO; Ca-Gehalt = 0,583 °%/o. 

Praip. Il: 0,3446 g Substanz lieferten 0,0031 g CaO; Ca-Gehalt 

= 0,643°/o, 


Se 


') Pfliiger’s Archiv, Bd. XVII, S. 413. 
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Prip. Ill: 1,1624 g Substanz lieferten 0,0109 g CaQ; Ca-Gehalt 
= (),670°%o. 

Fiir das Salzglobulin wurde also im Mittel 0,550°/o Ca 
gefunden, fiir das Essigsiureglobulin im Mittel 0,632°/o. Das 
Mittel fiir das Essigsiiureglobulin ist demnach ein wenig hoher, 
doch ist der Unterschied nicht sehr bedeutend und _ hiangt 
vielleicht mit der fiir die beiden Substanzen verschiedenen Art 
der Darstellung aus dem Serum zusammen. 




























Uber die Bindung von Kohlensaure durch amphotere Amidokorper. 
I]. Mitteilung. 


Von 


M. Siegfried. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. November 1905.) 


I. Zur Lehre der Bindung der Kohlensaure im Blutserum. 


Vor kurzem habe ich mitgeteilt,!) dafs Amidosauren bei 
Gegenwart von Alkalien oder Erdalkalien durch Kohlensaéure in 
die Salze von Carbaminosiuren tibergefiihrt werden. Ebenso 
wie die einfachen Amidosauren lief sich die Bildung von 
Carbaminoséuren bei Pepton und krystallisiertem Serumalbumin 
nachweisen. 

In letzterem Falle, beim Nachweis der Entionisierung der 
Kohlensaure durch Serumalbumin blieb, wie ich ausgefiihrt 
habe,?) der Einwand bestehen, dafi Calciumcarbonat kolloid in 
Losung gehalten wurde. Bei diesen Versuchen war die bis 
zum Verschwinden der SQ,-Reaktion dialysierte Losung des 
krystallisierten Serumalbumins unter wiederhoitem Zusatz von 
Kalkmilch in Eiswasserkithiung mit Kohlensiure gesiittigt worden, 
dann nach Vermischen mit Kalkmilch und_ krystallisiertem 
Calciumcarbonat und gutem Durchschiitteln zentrifugiert worden. 
In der abgehobenen Filiissigkeit, welche kein Calciumcarbonat 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 85. 
*) Ebenda, S. 93. 
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mikroskopisch erkennen lieB, wurde im Kohlensiiurebestimmungs- 
apparate mit Weinsaure die Kohlensiure ausgetrieben. Die so 
erhaltene Kohlensiure entsprach — vorausgesetzt, dafB sich in 
der Losung trotz Schiittelns mit krystallisiertem Calciumcarbonat 
nicht kolloides Caleciumcarbonat befunden hatte — der durch 
das Serumalbumin unter Bildung von carbaminosaurem Sally 
entionisierten Kohlensiure. 

Herr Geheimrat Ostwald hatte die Freundlichkeit, mich 
darauf aufmerksam zu machen, da sich wahrscheinlich die 
Frage, ob hier Eiweificarbaminat entstanden war, mit Hilfe der 
Bestimmung der Leitfahigkeit beantworten liebe, in dem das 
Carbaminat voraussichtlich eine merkliche Leitfahigkeit besiibe, 
das kolloide Calciumcarbonat jedoch nicht. 

Daher habe ich diese Frage auf Grund folgender Uber- 
legung zu beantworten gesucht. 

Aus der Leitfiithigkeit der nach Einleiten von Kohlensiure 
und Schiitteln mit Kalkmilch erhaltenen Losung Schliisse auf 
die stattgefundene Bildung von Eiweifcarbaminat zu ziehen, 
ging nicht an, da in der Lésung nicht bestimmbare Mengen 
von Calciumoxydhydrat vorhanden sind. Wohl aber mubte die 
Leitfiihigkeit der L6sung allmahlich abnehmen, wenn Carbaminat 
entstanden war, konstant bleiben, wenn kein Carbaminat ent- 
standen war, sondern nur kolloides Caiciumearbonat die Quelle 
der Kohlenséure in den angefiihrten Versuchen war. Denn im 
ersteren Falle muBte allmihliche Zersetzung des Carbaminates 
unter Bildung von Eiweif und Calciumearbonat erfolgen, die 
beide keine oder sehr geringe Leitfahigkeit besitzen. Im zweiten 
Kalle hingegen muBte die Leitfahigkeit konstant bleiben, da 
kolloides Caleiumearbonat héchstens in nicht kolloides wtber- 
gehen konnle, wodurch die Leitfahigkeit der LOsung nicht merk- 
lich geiindert witrde. 

Zu den Versuchen diente Rinderserum, welches 3 Wochen 
in stark flieBendem Leitungswasser dialysiert war. Die Leit- 
fiihigkeit des so dialysierten Serums war sehr gering und fast 
gleich der des verwendeten Leitungswassers. 
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Spezifische Leitfihigkeit des Leitungswassers : 
R = 1100 Ohm, T. = 25° 
Kk = 3,224 x 10-* 
Spezifische Leitfahigkeit des dialysierten Rinderserums : 
R = 1100 Ohm, T. = 25° 
Kk = 3,554 x 107? 

Bei der Ausfiihrung der folgenden Versuche war zu bertick- 
sichtigen, daB die Losung kein ungeloéstes Calciumoxydhydrat 
enthalten durfte, da sonst, weil die Losung nicht an Calcium- 
oxydhydrat gesattigt sein konnte, allmahlich durch weiteres 
Aullésen von Calciumoxydhydrat das Leitungsvermogen erhdht 
wurde; ferner war wiihrend der Versuche die Kohlenséure der 
Luft auszuschlieBen, da andernfalls durch Uberfiihrung gelésten 
Calciumoxydhydrates in Calciumearbonat das Leitungsvermégen 
vermindert wurde. Der AusschluB von Kohlensiure gelang 
leicht durch Uberschichten von Benzol im LeitfihigkeitsgefaBe. 

Daf unter Beobachtung dieser Vorsichtsmabregeln keine 
Anderung der Leitfiihigkeit des mit Kalkmilch behandelten 
Serums, wenn keine Kohlensaéure eingeleitet worden war, er- 
folgte, zeigt folgender blinder Versuch : 

Serum wurde mit Kalkmilch geschiittelt, zentrifugiert, die 
abgehobene Loésung im Leitfihigkeitsgefabe mit Benzol wtber- 
schichtet : 

R = 100 Ohm, T. = 25° 


Minuten K 
45 4,044 X 107° 
7) £.005 D 
105 4.006 > 
164 4,029 , 
215 4,060 > 
360 £129 > 


Bei den folgenden Versuchen wurde in das dialysierte 
tinderserum Kohlensiiure geleitet, etwas Kalkmilch zugegeben, 
geschiittelt, wieder Kohlensiure eingeleitet, wieder Kalkmilch 
zugegeben und scharf zentrifugiert. Mit der abgehobenen 
Fliissigkeit wurde das Leitfahigkeitsgefab beschickt. Mit der 
Pipette wurde hierin nach Einfiihrung der Elektroden die Fliissig- 
keit mit einer ca. 1 cm hohen Schicht Benzols gedeckt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVI. 26 































Versuch I. 
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R = 300 Ohm, T. = 25° 


Minuten 
15 1,173 
28 1,130 
35 1,117 
55 1,087 
65 1,073 
&5 1,062 
Qs 1,056 
158 1,044 
300 1,038 
380 1,038 


Die Leitfihigkeit hatte also bestandig abgenommen. 
Differenz der zuletzt konstant bleibenden Leitfahigkeit und der 
anfiinglichen ergibt 0,145>10—%. Sie entspricht der Leitfahigkeit 
des urspriinglich vorhandenen carbaminosauren Salzes. 
ist zu beriicksichtigen, daf diese urspriinglich vorhandene Menge 
des Carbaminates abhingt von der Dauer der Kohlensiure- 
einwirkung auf das mit Kalkmilch vermischte Serum und von 
dem Grade der schon bei Beginn der Leitfahigkeitsbestimmung 
stattgefundenen Umwandlung des carbaminosauren Salzes in 
EiweiB und Calciumcarbonat. 


Versuch IL. 
Anordnung wie in Versuch I. 


R = 200 Ohm, T. = 25° 


Minuten 
15 1,927 
17 1,925 
20 1,813 
29 1,810 
33 1,772 
43 1,738 
8) 1,649 
103 1,630 
128 1,608 
423 1,586 


Die spezifische Leitfahigkeit hatte auch hier bestindig 
Die Gesamtabnahme betrug 0,341*10-8, war 
also grofer als im Versuch I. Die Verschiedenheit der absoluten 
GroBen der spezifischen Leitfiihigkeit bei verschiedenen Ver- 


abgenommen. 
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suchen ist durch verschiedene Konzentration und verschiedenen 
Gehalt an Calciumoxydhydrat der Lésungen bedingt. 
Versuch III. 
Anordnung wie in Versuch I und II. 
R = 200 Ohm, T. = 25° 


Minuten K 
15 2309 x 107% 
20 2,200 > 
25 2,103 > 
35 1,967 
50 1,801 . 
7) 1,658 . 
91 1 D84 > 
108 1,539 
128 1,492 » 
147 1467 
195 1,419 » 
225 1,403 
345 1,367 
460 1,351 . 
520 1,345 > 
1450 1.335 > 


Die Gesamtabnahme der Leitfihigkeit ist hier die gréBte unter 
den 3 Versuchen; bis zur 520. Minute betriigt sie 0,964 10-3. 
Auch hier fallt die Leitfahigkeit ganz allmiihlich ab. 

In allen Versuchen schied sich wihrend des Versuches 
Calciumarbonat sichtbar ab. Da8 dadurch, daB sich dieses 
Calciumearbonat auch auf den Elektroden absetzte, kein Fehler 
in der Bestimmung entstand, lehrte folgender Versuch. 

In dem LeitfahigkeitsgefaBe, in das die Elektroden ein- 
gesetzt waren, wurde tiber Nacht die klare wisserige LOsung 
von carbaminopropionsaurem Calcium bei 25° belassen. Durch 
die langsame Zersetzung desselben entstand gerade wie im 
Serum allmiihlich Calciumecarbonat, daf sich ebenso wie bei 
den Serumversuchen zuin Teil auf den Elektroden absetzte. 
Nach vorsichtigem Ausheben der Elektroden wurde das Leit- 
fahigkeitsgefaB entleert, anhaltend mit Leitfiihigkeitswasser aus- 
gespult, wobei gleichzeitig die Elektroden durch vorsichtiges 
Einsenken und langeres Verweilenlassen in der Fliissigkeit aus- 
gespult wurden, ohne daf das niedergeschlagene Calciumcarbonat 


26* 
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merklich von den Elektroden entfernt wurde. Dieselbe Mani- 
pulation wurde 3mal mit "/s0-KCl ausgefiihrt, nach der 4. und 
5. Fiillung des Gefafies mit der Kaliumchloridlésung das_ spe- 
zifische Leitungsvermoégen bestimmt. Dasselbe betrug fiir ®/s0-KCI 
bei 25° 0,002763  anstatt 0,002768, war also gleichgroB, 
gleichviel, ob die Elektroden einen Belag von Calciumcarbonat 
hatten oder nicht. 

Die Versuche beweisen, dal} im Rinderserum durch Kohlen- 
siure bei Gegenwart tiberschiissigen Calciumoxydhydrates Ver- 
bindungen entstehen, welche sich allmahlich unter Bildung von 
nicht oder weniger leitenden Stoffen zersetzen. Nach den 
friiher mitgeteilten Untersuchungen iiber die Einwirkung von 
Kohlenséure auf amphotere Amidokorper ist der SchluB gerecht- 
fertigt, da’ sich aus Eiweifbkorpern des Blutserums 
durch Kohlensiiure bei Gegenwart von Calciumoxyd- 
hydrat Kalksalze von Eiweifbcarbaminosauren bilden. 
Die Bedeutung der Reaktion der Kohlensiiure§ auf 
amphotere Amidokorper ftir die Bindung der Kohlen- 
siiure im Blutserum ist somit sicher gestellt. 


II. Reindarstellung der Kalksalze von Carbaminosauren. 

In der ersten Mitteilung!) habe ich tiber die Reindar- 
stellung der Kalksalze der Carbaminoessigsaiure, Carbamino- 
propionsiiure, Carbaminoisokapronsaure, Carbomethylaminoessig- 
siiure und Carbophenylaminoessigsiure berichtet. Die Kalksalze 
der folgenden Carbaminosiiuren wurden in analoger Weise wie 
jene erhalten. Zur Analyse waren die erst tiber Schwefelsaure 
im Vacuum getrockneten Substanzen bei 100° bis zum _ kon- 
stanten Gewichte erhitzt. 

Carbaminobernsteinsaures Calcium 
aus Asparaginsaiure-Kahlbaum. 
C,H,NO,Ca,,, + HO 

COO — Ca 
ee, 
C——NH _¢oo 


| 
CH, 


‘te 
COOCa 
') Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, 5S. 90. 
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Analysen: 
I. 0,1612 g Substanz gaben 0,1300 g CaS0O,; 
II. (andere Darstellung) 0,1812 g Substanz gaben 0,1396 g CaSQ, ; 
Il. 0,2272 g Substanz gaben 0,1803 g CaSO,; 


IV. 0,2584 » > erforderten 10,1 ccm ®/10-S. 
Gefunden: Berechnet : 
Ca = 23,70%o; 23,70%o; 23,32%o 23,80 Jo 
N == 547%. 3,57 °/o. 


Asparagincarbonsaures Calcium. 
2 g |-Asparagin lieferten 1,9 g Calciumsalz 
C,H,N,O,ca = COO—Ca 
‘hi P NH coo 
CONH, 
Analysen: 
I. 0,1722 g Substanz gaben 0,1086 g CaSQ,; 
> erforderten 23,9 ccm /10-S; 


Ill. 0,2557 » Substanz gaben 28,1 ccm bei 17°, 744 mm Bar.; 
IV. 0,2562 » > >»  0,2594 g CO, und 0,0740 g H,O. 
Gefunden : Berechnet: 
Ca 18,65 °/o 18,68 °/o 
N 12,75°/o; 12,67 °/0 13,11°/o 
Gq = 27,61 °/o 28,02 °/o 
H 3,20 /o 2.82% 


Es hat also hier nur die Aminogruppe, nicht die Séure- 
amidgruppe mit Kohlensaure reagiert. 
Carbaminoglutarsaures Calcium. 
Aus 3 g Glutaminséure wurden 5,5 g Calciumsalz erhalten. 





C,H,NO,Ca,. =  COOCa 
‘ | 
CH, 
| 
CH, 
| 
c—H 
i—N—H og 
| i 
| 


CoO — Ca’ 
Analysen: 
I]. 0,2816 g Substanz gaben 0,2285 g CaSO,; 


If. 0.2028 » > : 10,3 ccm N, 745 mm Bar., T. 14°. 
Gefunden: Berechnet: 
Ca == 23,85°%o 24,18 %/o 


§,92° 0 5,66 °/o 
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Lysincarbonsaures Calcium. 


Die Diaminokapronsa&ure kann theoretisch 2 Carbamino- 
sduren bilden, indem entweder eine oder beide Aminogruppen 
mit Kohlensiiure reagieren. Bei zwei Darstellungen aus aktivem 
r-Lysin wurde glatt das Calciumsalz der Dicarbaminosiure 
erhalten. 

Die Lésung von Lysinchlorid, das tber das Platinsalz aus 
Glutokyrin erhalten war, wurde direkt mit Kalkmilch versetzt, 
Kohlensiiure eingeleitet usw. Das mit Alkohol ausgeschiedene 
und gewaschene Calciumsalz war chlorfrei. 


Analysen: 
|. 0.1175 g Substanz gaben 0,0833 g CaSQ, 
I]. 0,0878 » . >» 7,6 ccm N, 750 mm, T. 18°. 


1 g Lysinchlorid aus Hiihnereiweifh durch Spaltung mit 
Salzsiiure iiber das Platinsalz erhalten wurde durch Phosphor- 
wolframsaure in die freie Diaminosaure tibergefiihrt, diese mit 
Kalkmilch und Kohlensiiure behandelt usw. Ausbeute an Cal- 
ciumsalz: 1,3 g. 

Analysen: 


I. 0,1879 g Substanz gaben 0,1302 g CaSO,; 
I]. 0,2174 » > >» 17,0 ccm N, 13°, T. 753 mm Bar.; 
III. 0,2362 » > »  0,2823 g CO, und 0,0933 g H,0. 


Die Analysen fiihren zu der Formel C,H,,N,O,Cas,,, oder 


Con -COOCa 





H, 
CH, 
da, 
| 
CH, 
| 4 
C—" n—4 ¢o0 
| Fs 
COO ——— Ca 
Gefunden: Berechnet: 
I. Il. 
Ca = 20,81°/o 20,35°o 20,60 °/o 
N = 10.02% 925% 9,65 °/o 
C= 32,55 °/o 32,96 °/o 
H = £36 Jo 3,81 Jo 
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Uber Bindung von Kohlensiéure durch amphotere Amidokorper. II. 


Die Konstitution des Salzes wurde bestitigt durch Be- 
stimmung des beim Kochen der wasserigen Lésung abspalt- 
baren Calciumcarbonates. 

0,2464 g biichsentrockenes Salz = berechnet bei 100° getrocknetes Salz: 

0,2294 g gaben beim Kochen mit Wasser 0,1183 g CaCQ,. 

Gefunden: Berechnet: 
Ca = 20,63° 0 20,60 °/o. 

Ks war also das gesamte Ca als CaCQ, abspaltbar. 

E. Drechsel und Th. R. Kriiger!) haben einmal durch 
EKindampfen von Lysin einen krystallinischen Riickstand erhalten, 
den sie als kohlensaures Salz ansahen. Die Analyse stimmte 
auf die Zusammensetzung 2 C,H,,N,O, + CO,, sodaB sie die 
Meinung aussprachen, die Substanz sei vielleicht lysincarbamin- 
saures Lysin. Nach meinen Befunden iiber das Verhalten von 
Lysin zu Kohlensaure ist dies unwahrscheinlich. 

Ich habe iiberdies 3 g Lysinchlorid genau wie Drechsel 
und Kriiger behandelt, erst in das Sulfat iibergefiihrt, in der 
Loésung des Sulfates mit Barytwasser genau die Schwefelsiéure 
gefallt und das Filtrat eingedampft. 

Die Analysen der tiber Schwefelsdéure bis zum konstanten 
Gewichte getrockneten Substanz lieferten andere Werte, als 
Drechsel und Kriiger fanden. 

I. 0,1567 g gaben 0,1146 g H,O und 0,2739 g CO,; 
I]. 01290 » » 23,1 ccm N, 746 mm Bar., 18° T. 


Gefunden: Werte von Drechsel und Kriger: 
C = 47,67°%o 46,19°/o 
H = 8,12°/o 8,13 °/o 
N = 20,62°/o 16,83 °/o 


Arginincarbonsaures Calcium. 


Das Arginin, aus Hiihnereiweifi durch Salzséurespaltung 
dargestellt, gibt ebenfalls die Carbaminoséurereaktion mit 
Kalkmilch und Kohlensiure sehr deutlich: hingegen stellten 
sich der Reindarstellung des Kalksalzes Schwierigkeiten ent- 
gegen, die Ausfallung durch Alkohol war oft nicht mdglich, 
weil das Salz in sehr feiner, nicht rasch filtrierbarer Form 
gefallt wurde. 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXV, S. 2455, 
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SehlieBlich wurden 


M. Siegfried, 





in 2 Darstellungen aus freiem Arginin 


Calciumsalze erhalten, deren Analysen tibereinstimmende Werte 


gaben. 
I. 0,1615 g Substanz 
IH. 0,0801 » > 


IV. 0,0933 g Substanz 
V. 0,1268 » . 


Analysen: 


Darstellung A. 
gaben 0,0810 g CaS0O,; 
» 01475 » CO, und 0,0580 g H,0; 
> 14,6 ccm N, 751 mm Bar., 20° T.: 
Darstellung B. 
gaben 0,0473 g CaSO, 
>» 00,1467 » CO, und 0,0590 g H,0. 
























Hieraus berechnet sich die Formel: C,H,,0,N,Ca +- '/2H,O 


oder: 
NH, 
= NH 
~~ 
7" CH, — CH, — CH, — CH + '/e H,O 
: . a 
NH C00” 
Gefunden : Berechnet : 
I. II. 
Ca = 14,74°/0 14,90° 0 15.08 °/o 
N = 21,01°/o _ 21,17°/o 
C = 31,80%o 31,56%o 31,67 °/o 
H = 5,05%o 5,16°%o 4,940 


Das Histidin gibt zwar ebenso wie Arginin und Lysin 
die Carbaminosiiurereaktion: es gelang jedoch bisher_ trotz 
mehrerer Versuche nicht, reine Kalksalze der Histidincarbon- 
siiure darzustellen. 

Alle hier angefiihrten Kalksalze zeigten das_ charakte- 
ristische Verhalten der carbaminosauren Kalksalze. Die Salze 
sind klar in Wasser léslich, beim Erwarmen triibt sich die 
Loésung und scheidet, allmihlich immer mehr, Calciumcarbonat ab. 


III. Bilden amphotere Amidokérper auch ohne Gegenwart von Alkalien 
oder Erdalkalien Carbaminosauren ? 

Bereits in der ersten Mitteilung tiber diesen Gegenstand 

habe ich die Frage, ob freie Carbaminosiuren bestandig sind, 

Ich habe dort auseinandergesetzt, dafi im Blutserum 

Siureamiden Kohlensaéure auch bei Abwesenheit von 


ventiliert. 
und bei 
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Alkalien oder Erdalkalien unter Bildung von Carbaminaten ge- 
bunden werden kann, indem basische Gruppen desselben 
Molekiils oder anderer die Salzbildung iibernehmen. Hingegen 
wiirde von einfachen Amidosiiuren, also von Glycocoll und 
seinen Homologen, Kohlensiiure nur gebunden, d. h. entionisiert 
werden kénnen, wenn die freien Carbaminosiiuren eine gewisse 
Bestiindigkeit in wdsseriger Loésung haben. Nach vorlaufigen, 
in der ersten Mitteilung besprochenen Versuchen, bei denen 
die Menge der absorbierten Kohlensaure bestimmt wurde, schien 
das Glycocoll bei 0° geringe Mengen, bei Zimmertemperatur 
keine Kohlensiiure binden zu kénnen. 

Diese Frage schien in einwurfsfreier Weise mit Hilfe der 
Leitfahigkeitsmethode beantwortet werden zu kénnen. Wenn 
durch Glycocoll in wiasseriger LOsung Kohlensaure unter Bildung 
von Carbaminosaure gebunden wird, so wird eine mit Kohlen- 
siiure gesittigte LOsung von Glycocoll eine gréfere Leitfihig- 
keit besitzen, als die der Kohlensiiure in wiasseriger Losung 
plus der des Glycocolls betragt; denn schon aus dem Umstande, 
daB die Baryumsalze der Carbaminoessigséure nur langsam 
und unvollkommen durch Einleiten von Kohlensaéure in deren 
wisserige LOsung zersetzt werden, ferner aus der Analogie 
mit anderen Carbonsauren ist zu schlieBen, dab die Carbamino- 
siuren eine hoéhere Leitfiihigkeit besitzen als Kohlensdure. 
Sollte dies wieder Erwarten nicht der Fall sein, so wiirde, 
auch wenn sich in wasseriger Losung freie Carbaminosiiuren 
bilden, die Leitfahigkeit nicht hoher gefunden werden. Ist sie 
aber grofer, als die von Glycocoll -- Wasser +- Kohlen- 
siure, so beweist eine beobachtete hodhere Leitfahigkeit auf 
jeden Fall die Existenz freier Carbaminsiiuren in wiisseriger 
Losung, denn eine Carbonatbildung kommt nicht in Betracht. 

Bei den folgenden Versuchen wurde die Lésung der Amido- 
saure, deren Leitfaihigkeit vorher ermittelt worden war, durch ein 
Kapillarrohr, das kurz tiber der oberen Elektrode miindete, mit 
Kohlensiure, die zuletzt durch Leitfiihigkeitswasser gewaschen 
war, gesattigt. Die Ablesungen auf der Briicke wurden bis zur Kon- 
stanz gemacht, d.h. bis nach einem Zeitraum von 10 Minuten durch 
Kohlensiiure die Werte nicht mehr stiegen. Dazwischen wurde 
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Ofters die Fliissigkeit im Leitfahigkeitsgefa8 durch Heben und 
Senken der Elektroden gemischt. In Parallelversuchen wurde 
die Leitfahigkeit von Wasser, das unter gleichen Bedingungen 
mit Kohlensiiure behandelt wurde, bestimmt. Diese Bestimmungen 
geschahen unmittelbar nach jedem Versuche mit Amidosauren, 
da die spezifische Leitfiihigkeit des mit Kohlensaure gesiittigten 
Wassers vom Barometerdruck abhiingt. Wenn auf diese Weise 
auch keine ganz volligen Siittigungen mit Kohlensiiure erzielt 
wurden, war doch in allen Versuchen eine gleichmiBige, fast 
vollige Siittigung erreicht worden. 
Gilycocoll, Versuch I. Das analysenreine Priiparat 
wurde 3mal aus Leitfahigkeitswasser umkrystallisiert. 
Kiir die spezifische Leitfahigkeit der Normall6sung wurde 
gefunden bei 25°: 
K = 3466 X 10—°, 
abziiglich der Leitfaihigkeit des Wassers = 3,216 X 107”. 
In 3 Versuchen wurde nach Sittigen der Normal-Glycocoll- 
losung mit Kohlenséiure bei 25° gefunden fir: 
ad = 1. 33,70 2. 33,90 °/o 3. 33,85 %/o 
bei R = 1100. 
Fur den Durchschnittswert ad = 33,82 berechnet sich 
x = 1,791 x 107+. 
Die spezifische Leitfahigkeit des mit CO, gesattigten Wassers 
betrug : 
kK = 4644 X 107°. 
Da die spezifische Leitfiihigkeit des Wassers = 2,5 x 10~° 
war, betrug die Leitfahigkeit der Kohlensiure im Wasser: 
Kk = 4394 X 1075. 
Die durch die Kohlensiure bewirkte Zunahme der spe- 
zifischen Leitfahigkeit der Glycocolllésung = 
1,791 x 10~* — 3,466 x 10—° = 1,444 x 107 * 
sie ist also rund 3,3 mal so grof als die der Kohlensaure in 
Wasser, woraus zu schlieBen ist, daf Carbaminoessigsaure in 
freiem Zustande aus Glycocoll und Kohlensaure in wisseriger 
Losung entsteht. 
Versuch II. Das hier verwendete Glycocoll war eben- 
falls 3mal aus Leitfahigkeitswasser umkrystallisiert. Es besaf 
ein noch geringeres Leitungsvermogen als Praparat I. 
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R = 10000, T. = 25° 


V K ; u 
L 2,253 X 107” 0.02253 
2 1168 x 10~* 0,02284 
4 6,015 x 10~° 0,02406 
8 2981 x 107° (),02384 
Bei diesen Werten ist die Leitfiihigkeit des Wassers ab- 


gezogen. 

Die Lésungen des Glycocolls nach Sittigen mit Kohlen- 
siiure wie in Versuch I gaben folgende Werte bei den ver- 
schiedenen Verdiinnungen: 

R = 1000, T. = 25° 


K 
1 1,553 xX 1074 
2 1,267 x 107* 
4 8.918 x 10~° 
8 6,550 x 107° 


Fir x des mit Kohlensaure gesittigten Wassers wurde 
gefunden: 4,987 X10—5, nach Abzug der Leitfahigkeit des Wassers 
also: 4,737X 10-5, 

Die durch Einleiten von Kohlenséiure bewirkte Erhéhung 
der Leitfahigkeit der Glycocoll6sung war also in allen Fallen 
wieder viel hodher, als die Leitfahigkeit der Kohlensaéure in 
Wasser betrug, denn: 


V K —X« T. == 25° 
Glycocoll +-CO,  Glycocoll 


1 130 x 10—* 
2 116 =~ wor" 
4 8,07 xX 10—° 
8 6,00 x 107° 


Alanin. Versuch III. Das i-Alanin war ebenfalls 3mal 
aus Leitfihigkeitswasser umkrystallisiert. 

Unter Abzug des Wertes der spezifischen Leitfahigkeit des 
Wassers wurden folgende Zahlen erhalten: 


V K u T. = 25° 
1 5,459 x 107° 0,0549 
2 3,20 x 10~° 0,064 
4 192 x 10-* 0,0728 
s 984 x 10—° 0),0787 
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Uber die Bindung von Kohlensdaure. II. 





Wahrend bei dem Glycocoll die molekulare Leitfahigkeit 
schon nach der Verdiinnung 1 nicht merklich anstieg, ist sie 
hier bei V = 4 und 8 betrichtlich gréBer als bei V = 1. 

Nach Sittigen mit Kohlensiure wurden folgende Werte 


erhalten : 


1 
4 


8 


K T. == 25° 
20125 x 10—* 
1.1727 x 10—* 
6,925 x 10-° 


Unmittelbar nach diesem Versuche wurde gefunden. 
- 5,028 X 107°, also x = 4,778 x 107°. 


K 


CO, + H,0 


CO, 


Die durch Einleiten von Kohlensaéure bewirkte Erhéhung 
der Leitfahigkeit der Alaninldsung war also in allen Fallen 
hoher als die Leitfahigkeit der Kohlenséure in Wasser; die hier 
erhaltenen Werte sind den beim Glycocoll gewonnenen sehr 


ahnlich : 


5 


iG 


‘Sati +CO,  Alanin 
144 x 10—* 
966 x 10~° 
5,69 K 107° 


Diese Versuche ergeben, dafi die in der Uberschrift des 
dritten Abschnittes gestellte Frage dahin zu beantworten ist: 
Amphotere Amidokorper, Glycocoll und Alanin, 
bilden in wiisseriger LOsung mit Kohlensaure freie 


Carbaminosiiuren. 































Beobachtungen iiber die Kreatininausscheidung beim Menschen. 
Von 
C. J. C. Van Hoogenhuyze und H. Verploegh. 


Mit 8 Abbildungen. 


(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat Utrecht.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15, November 1905.) 


Bekanntlich enthilt das Muskelgewebe aller Tiere, sowohl 
eine nicht unbetriichtliche Menge 
Kreatin und wird in dem Harn immer Kreatinin ausgeschieden. 


Fleisch- wie Pflanzenfresser, 
Man ist daher berechtigt, anzunehmen, dafi Kreatinin in den 
Muskeln als ein Stoffwechselprodukt auftritt und, im Blut an- 
gelangt, wenigstens teilweise durch die Niere in Form des 
Anhydrids, Kreatinin, im Harn aus dem Korper entfernt wird. 

Die Frage aber nach dem Zusammenhange zwischen der 
Bildung des Kreatins und der Arbeit, der Muskelkontraktion, 
ist noch nicht in befriedigender Weise gelést. In zweifacher 
Weise hat man versucht, sie zu beantworten. 

Die dlteren Forscher haben sich die Frage gestellt, ob der 
Kreatin- und Kreatiningehalt der Muskeln durch Arbeit ver- 
mehrt wird. 

Sie wurden dazu gefiihrt durch eine Beobachtung Liebig’s,') 
dafS aus dem Fleisch der auf der Jagd gehetzten Fiichse weit 
mehr Kreatin als aus demjenigen der zu Hause gut genahrten 
Tiere gewonnen werden kann. 

Sarokin?) fand bei Fréschen Vermehrung nach Tetani- 
sierung auf elektrischem Wege. Dasselbe beobachtete Sczelkow %) 
bei Hiihnern. 





1) Liebig, Ann. d. Chem. u. Pharm., 1847, Bd. LXII, 5. 257. 
*) Sarokin, Archiv fiir path. Anat., 1863, Bd. XXVIII, S. 544. 
3) Scezelkow, Zentralblatt f. d. med. Wiss., 1866, Nr. 31. 
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N awrocki?) konnte keinerlei Vermehrung finden weder bej 
Hiihnern noch bei Saugetieren; dasselbe Resultat erhielt Voit.) 

Spiiterhin stellte Monari’) wieder Versuche an, indem 
er Muskeln tetanisierte; er fand Vermehrung des Gehalts an 
Kreatin und Kreatinin. 

Die Versuche haben also nicht zu einer endgiltigen Losung 
gefiihrt. Sie sind auch keineswegs einwurfsfrei. 

Nach Voit’s*) Ansicht ist der Zeitpunkt, an welchem 
das Kreatin im Muskel nach dem Ausschneiden aus dem Korper 
bestimmt wird, sehr wichtig, und die chemische Bestimmungs- 
methode schwierig und ungenau. 

Voit®) versuchte einen anderen Weg zur Losung der 
Frage, naémlich durch Bestimmung des Kreatiningehalts im Harn, 
wozu er die Neubauer’sche Methode benutzte. 

Zusammen mit Zantl®) fand er im Harn eines Hundes 
nach achtstiindigem Laufe keine Vermehrung des Kreatinin- 
gehalts; allerdings beobachteten sie ziemlich bedeutende 
Schwankungen, welche aber keinen Zusammenhang mit der 
Muskelarbeit hatten. 

Kbensowenig ergab sich nach Voit’s‘) Beobachtungen 
Vermehrung des Kreatiningehalts im Harn eines Menschen nach 
beendeter Muskelarbeit. 

Meissner’) untersuchte dreimal den Harn eines Hundes 
nach fiinfstiindigem Laufen; er beobachtete eine zeitliche Ver- 
schiebung in der Ausscheidung des Kreatinins, in der Weise, 
dafi am Tage der Anstrengung eine Verminderung eintrat, der 
am nichsten Tage eine entsprechende Vermehrung folgte. In- 
sofern sind also seine Resultate mit denen Voit’s im Ein- 


') Nawrocki, Zentralblatt f. d. med. Wiss., 1866, Nr. 40. 
2) Voit, Zeitschrift fiir Biologie, Bd. IV, S. 90. 
*) Monari, Maly’s Jahresbericht 1889, Bd. XIX, S. 296. 
*) Voit, |. c. 8. 91, 
*) Voit, l. c. 8. 8. 
6) Zantl, Uber die Ausscheidung von Kreatin und Kreatinin durch 
den Harn bei verschiedener Nahrung, Inaug.-Diss. Miinchen 1868. 
1) Voit, l. c., S. 108. 
‘) Meissner, Zeitschrift f. rat. Med., 1868, Bd. XXXI, 5, 330. 
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klange, als er im ganzen keine Vermehrung des Kreatinins 
konstatieren konnte. 

Die spateren Untersuchungen beziehen sich vorzugsweise 
auf den menschlichen Harn. Immer wurde dazu die Neu- 
bauer’sche Methode benutzt. 

K. Bb. Hofmann,!) der eine Reihe von Bestimmungen aus- 
fiihrte bei gemischter Nahrung, fand keine Vermehrung, wohl 
aber ziemlich bedeutende Schwankungen, ohne nachweisbaren 
Zusammenhang mit der Muskelarbeit, in der taglichen Kreatinin- 
ausscheidung. . 

P. Groecco?) untersuchte den Harn verschiedener Per- 
sonen am Tage der Muskelanstrengung und an einigen folgen- 
den Tagen. Aus der Beobachtung, da die Kreatininausschei- 
dung des ersten Tages diejenige der folgenden iibertraf, schloB 
er auf Vermehrung durch Muskelarbeit. 

Auch Moitessier®) fand in 9 Versuchsreihen, wobei an 
allen Tagen desselben Versuchs die Kost genau dieselbe war, 
die Kreatininausscheidung an Arbeitstagen ausnahmslos gréber 
wie an Ruhetagen. Dennoch glauben wir, gegeniiber den ab- 
weichenden Befunden anderer Forscher, den Ergebnissen 
Moitessier’s keine geniigende Beweiskraft beilegen zu diirfen, 
nachdem bei der kurzen Dauer der Versuchsreihen — héchstens 
5 Tage — zufillige Schwankungen der Kreatininwerte keines- 
wegs ausgeschlossen waren, umsomehr als, wie aus der Be- 
schreibung hervorgeht (S. 19) der Alkoholgehalt des Extraktes, 
aus welchem das Kreatininchlorzink gefillt wurde, sicher nicht 
immer derselbe war. 

Oddi und Tarulli*) wiederholten die Untersuchungen 
Hofmann’s und Grocco’s und folgerten, daB nur Uber- 
anstrengung EinfluB ausiibt. 

Gregor) schloB aus nur zwei Beobachtungsreihen von 
kurzer Dauer an sich selbst, bei deren einer er eine kreatinin- 
‘) K. B. Hofmann, Archiv f. path. Anat., Bd. XLVIII, S. 358, 1869, 
*) P. Grocco, Maly’s Jahresbericht, 1886, Bd. XVI, 5. 199. 

3) Moitessier, Thése, Montpellier 1891. 
*) Oddi und Tarulli, Maly’s Jahresbericht 1895, Bd. XXIV, S. 542. 
°) Gregor, Diese Zeitschrift, 19001901, Bd. XXXI, S. 98. 




























































418 C. J. C. Van Hoogenhuyze und H. Verploegh, 


freie Nahrung zu sich nahm, auf Vermehrung durch Muskel- 
arbeit. Aber auch hier liegen zu wenig Bestimmungen an 
Ruhetagen vor, um einen sicheren Schlufb ziehen zu k6nnen, 

Also haben alle diese Untersuchungen nicht zu einer be- 
friedigenden Losung der Frage gefuhrt. 

Wir haben die Untersuchung aufs neue angefangen mil 
Benutzung einer neuen, vor einiger Zeit von Folin!) mitge- 
teilten Methode zur Bestimmung des Kreatiningehalts im Harn. 
Die Folin’sche Methode beruht auf der Reaktion von Jaffé, 
welche darin besteht, dali bei Mischung einer LéOsung’ von 
Kreatinin mit Pikrinsiiure und einem Uberschuf8 von Natron- 
lauge die Fliissigkeit eine Farbe annimmt, welche genau der- 
jenigen einer LOsung von Kaliumbichromat gleich ist. Diese 
Reaktion wird in der folgenden Weise benutzt: 10 ecem Harn 
werden in einen 500-cem-MeBSkolben abgemessen und mit 15 ccm 
1,2°/oiger Pikrinséureldsung und 5 cem 10°/oiger Natronlauge 
versetzt. Die Mischung wird ein paarmal geschiittelt und fiinf 
Minuten ruhig stehen gelassen. Am Ende dieser Zeit wird der 
MefSkolben bis zum 500-cem-Strich mit Wasser angeftllt und 
die Losung gemischt. Diese Losung vergleicht Folin im 
Duboseq’schen Kolorimeter mit einer !/,-Normallésung von 
Kaliumbichromat, welche in einer Dicke von 8 mm genau die- 
selbe Intensitiit der Farbe ergibt wie eine 8,1 mm dicke Schicht 
einer Losung von 10 mg Kreatinin, welche nach Zusatz von 
15 cem Pikrinsiiurelésung und 5 cem Natronlauge bis auf 500 ccm 
verdiinnt ist. 

Statt des Duboseq’schen Kolorimeters benutzten wir 
einen einfacheren Apparat (Fig. 1), welcher zu diesen Bestim- 
mungen sich ganz gut eignete. 

Die mit Milchglas bedekte FuBbplatte tragt zwei Stative 
[ und Il. Mittels der Schraube C kann an jedem Stativ ein 
mit einem Ansatz B versehener Messingring auf und abbewegt 
werden. Jeder Ring tragt ein unten mit Spiegelglas geschlossenes 
Glasrohr, in welehem sich ein zweites, engeres, ebenso unten 
mit Spiegelglas geschlossenes, an der Innenseite geschwarztes 





'! Folin, Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 223. 
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Rohr befindet. Dieses zweite Rohr hiingt in einem oben am 
Stativ befestigten Metallring. Der Raum zwischen den beiden 
Rohren wird einerseits mit der Standardlésung, andererseits 
mit der damit zu vergleichenden Farbstofflésung teilweise ge- 
iillt. Stativ Il tragt oben eine geschwarzte Metallplatte, welche 
zwei kreisrunde Locher hat, deren Mittelpunkte mit den Rohren- 
achsen zusammenfallen. Stellt der Beobachter sich so, dal sich 


, 


das Auge etwa 4 dm oberhalb der schwarzen Platte befindet, 

















Figur 1. 


sO sieht er mit einem Auge, auf schwarzem Felde, zwei helle 
gefarbte Kreise, deren Farben sich recht gut vergleichen lassen. 
Sind die iuberen Rohre, mittels der Schrauben, soweit nach 
oben geschoben, dai die Spiegelglasplatten der auberen und 
inneren Rohre sich beriihren, so werden die Kreise rein weil} 
gesehen, 





~J 
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Je mehr das iiubere Rohr gesenkt wird, um so grober wird 
die Intensitit der Farbe des betreffenden Kreises. Die Ganv- 
hohe der Schraube ist 1 mm und der kreisfOrmige Schrauben- 
knopf ist in 10 gleiche Teile geteilt, sodafh eine Verschiebuny 
der unteren Spiegelglasplatte von O,1 mm ganz genau abgeleser 
werden kann. 

Fir die Kreatininbestimmung wurde das eine Rohr - 
wir benutzten daftir immer das an Stativ | befestigte — mil 
N/e-Kallumbichromatlosung gefiillt, und der Abstand zwischen den 
beiden Spiegelglasplatten auf 8 mm_ gestellt. In das andere 
Rohr wurde das Gemisch von Harn, Pikrinsiiure, Natronlauge 
und Wasser gebracht und, durch Drehung der Schraube, die 
Fliissigkeitssiiule so hoch gemacht, daB die beiden Kreise genau 
dieselbe Farbenintensitit zeigten. 

Die inneren Rohre kénnen bequem aus den sie tragenden 
Metallringen fortgenommen werden zur Reinigung des Apparats. 
Nur ist es notwendig, sich vor jeder Bestimmung davon zu 
iiberzeugen, dab sie richtig angedriickt sind, soda die beiden 
Kreisfelder vollkommen weil sind, wenn die Schraube den 
Nullpunkt anzeigt. 

Bei jeder Bestimmung machte jeder von uns, gleich nach- 
einander, fiinf Ablesungen. Die -Farben der Felder konnten. 
wie die Erfahrung lehrte, nach kurzer Ubung einander geniigend 
gleich gemacht werden. 

Die einzelnen Ablesungen, von denen nachher das Mitte! 
genommen wurde, wichen nie mehr als 0,2, nur sehr selten 
mehr als O,f mm von einander ab. Wir waren also berechtigt. 
auf die Benutzung der viel teureren Kolorimeter, bei welchen 
mittels Prismen die gefirbten Felder unmittelbar mit einander 
in Bertihrung gebracht werden, zu verzichten. Inzwischen stellte 
es sich heraus, dali die Temperatur auf die Reaktion Einflul 
ausiibt in dem Sinne, dai die Kreatininldsung durch Temperatur- 
zunahme eine dunklere Fiérbung annimmt. Darum wurde zur 
Verdiinnung immer Wasser benutzt, das eine Temperatur von 
etwa 15° C. hatte. Das von Folin gefundene Verhiiltnis 
wurde bestitigt. 

Wir bereiteten reines Kreatinin in der von Folin ange- 
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vebenen Weise. Die Bestimmung nach Kjeldahl ergab 37,2°)0 N, 
withrend der berechnete Wert ebenfalls 37,2°/o N ist. 

Kine Losung von 10 mg dieses Kreatinins, in der ange- 
vebenen Weise behandelt und bis auf 500 cem verdiinnt, ergab 


als Mittel aus 10 Beobachtungen 8,14 mm (max. 8.2, min. 8,1), 


| - 
— §)Y: y sti ‘ nt- 
81h Yo my statt 10 mg ent 


was also einer Menge von 
sprechen wtrde. 

Die Angaben werden weniger genau, wenigstens bel unserm 
Apparat, wenn die Ablesungen niedriger als 5 und hdher als 
(0.9 mm sind, mit andern Worten, wenn der Kreatiningehall 
der LOsung mehr als 16 mg oder weniger als 8 mg pro 500 com 
ist. Darum wurde im ersten Falle die Bestimmung wiederholl 
mit einer Verdiinnung bis auf 1000 cem, im zweiten Falle bis 
auf 250 cem. 

Die Folin’sche Methode hat grobe Vorteile der bis jetzt 
benutzten Neubauer schen gegeniiber, wobei das Kreatinin 
aus einem Alkoholextrakt des Harns mittels Chlorzink nieder- 
geschlagen und nachher gewogen wird. Nicht nur, dab die 
lolin’sche Methode weit weniger Zeit und viel kleinere Harn- 
mengen beansprucht, sodai die Beobachtung der Schwankungen 
in der Ausscheidung im Laufe eines Tages durch Untersuchung 
verschiedener Portionen bedeutend erleichtert) wird, sondern 
sie ist auch an Sicherheit der andern iiberlegen. 

Der Neubauer’schen Methode haften, wie schon Ofters 
hbemerkt worden ist, mehrere Fehlerquellen an. 

Krstens ist schon der Zusatz von Kalkmilch zur Ent- 
fernung der Phosphate nicht ohne Bedenken, in bezug auf die 
pel alkalischer Reaktion bekanntlich leicht stattlindende Um- 
sclzung von Kreatinin in Kreatin. Tatsiiehlich fanden wir bei 
der kolorimetrischen Bestimmung vor und mindestens eine 
Viertelstunde nach dem Zusatz von Kalkmileh und Entfernung 
des Niederschlags mittels Filtrierens oder Zentrifugierens einen 
Verlust an Kreatinin, wie aus den folgenden Zahlen hervorgeht : 


vor nach 
Behandlung mit Kalkmilch 
L000 cem Harn leferten 2,397 2,209 ¢ hreatinin 


300 » > 0.645 0.612 » 
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vor nach 
Behandlung mit Kalkmilch 
dO0 ccm Harn lieferten ).428 0.525 ¢ Kreatinin 
B00» , > 0.504 O448 » > 
300 p > 0.404 0.389 
300 > 0.708 0.606 
300» 0.587 O512 » > 


Dal dieser Verlust jedenfalls teilweise dem Ubergang von 
Kreatinin in Kreatin zugeschrieben werden muh, glauben wir 
annehmen zu dirfen, da der Kreatiningehalt durch Kochen des 
alkalisch gemachten Harns mit iiberschiissiger Salzsiiure wieder 
erhoht wird. In den beiden letzterwihnten Fiillen wurde das 
alkalische Filtrat mit soviel Salzsiiure versetzt, dali der Gehalt 
"/4-HCl entsprach, und dann 3 Stunden lang mit Riickflubktihler 
gekocht. Jetzt wurde im ersten Fall statt 0,606, 0,721, im 
zweiten statt O,512, 0,543 ¢ Kreatinin, auf 300 cem Harn be- 
rechnet, gefunden. 

Hier fand der Verlust an Kreatinin statt) bei Zimmer- 
temperatur. Um so mehr fallt diese Fehlerquelle ins Gewicht. 
wenn das Filtrat auf dem Wasserbad bei alkalischer Reaktion 
eingeengt wird. Ob dabei, wie Salkowski!) annimmt, nur 
Verluste von wenigen Zentigrammen zu befiirchten sind, scheint 
uns zwelfelhaft. Wir haben deshalb das Filtrat vor dem Ein- 
dampfen mit Salzsiure oder Essigsiiure angesiiuert und zur Um- 
gehung des von Gregor?) hervorgehobenen Nachteils, dah bei 
saurer Reaktion das Kreatininchlorzink nicht gut ausgefilllt wird, 
das alkoholische KExtrakt vor dem Zusatz von Chlorzink neu- 
tralisiert. 

Kine andere Fehlerquelle ist in der Loslichkeit von Kreatinin: 
chlorzink in mit Wasser verdiinntem Alkohol gelegen. 

Méglichst sorgfiiltig gereinigtes, aus Harn bereitetes, ge- 
trocknetes Kreatininchlorzink wurde in gut verschlossenen 
Flaschen einige Zeit mit Alkohol verschiedener Konzentration. 
unter wiederholtem Umschiitteln, in Beriihrung gelassen. Dani 
wurde mittels der Folin’schen Methode die Menge des in dem 
Alkohol gelésten Kreatinins bestimmt. So fanden wir: 

') Salkowski, Diese Zeitschrift, Bd. X, 5. 115 u. 116. 

*) Gregor, Diese Zeitschrift, 1900/1901, Bd. XXXI, S. 101. 
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in 100 cem Alkohol 99° eine Spur von Kreatinin 


>» 100 > 93°. 5.6 me Kreatinin 
> 100 >» , 72°00 321 >» > 
100 : D0°o 104,50 » 


Bei der Anwendung der Neubauer’schen Methode wird 
nun der Harn bis zur Sirupdicke eingeengt und dann mit Al- 
kohol ausgezogen. Der Auszug enthilt also immer Wasser und 
zwar in wechselnder Menge. Nicht selten kommt es, wie oft 
bemerkt worden ist, vor, dai beim Zusatz der alkoholischen 
Chlorzinklésung sich sofort ein wolkigey Niederschlag bildet 
und ebenso, dal) sich mit dem Kreatininchlorzink Chlornatrium 
ausscheidet. Beide Ubelstiinde finden offenbar ihre Ursache in 
einem zu grofen Wassergehalt des Alkoholextraktes, wodureh 
eine unvollstiindige Ausscheidung des Kreatininchlorzinks ver- 
ursacht wird. 

In Ubereinstimmung damit konnten wir dann auch in 
der vom Kreatininchlorzink abfiltrierten Lo6sung immer noch 
sowohl mit der Weyl’schen als mit der Jaffé’schen Reaktion 
Kreatinin nachweisen, und zwar in nicht ganz unbedeutender 
Menge. 

Wird andererseits der Harn zu weit eingedampft, so wird 
die Masse beim Zusatz von Alkohol hart und bréckelig, sodab 
sich das Kreatinin nicht geniigend extrahieren lift, wovon wieder 
ein Verlust an Kreatinin die Folge ist. 

Der Verlust wird geringer, die Bestimmung aber noch um- 
stiindlicher, wenn der Harn erst nicht zu weit eingeengt und 
das dann erhaltene alkoholische Extrakt aufs neue eingedampltt 
wird. Dann gelingt es besser, den nahezu trockenen Riickstand 
in starken Alkohol aufzunehmen. Dennoch fanden wir auch 
dann weniger Kreatinin mit dem Neubauer’schen als mit dem 
lolin’schen Verfahren Ein paar Beispiele werden genigen. 
In 3 Harnen fanden wir auf 1000 ccm berechnet: 


Neubauer Kolor. best. Filtrat Folin 
I, 1,069 -- 0,122 > 1191 1541 ¢ 
IT. 0,868 -- 0,266 LAs 1,192 

a) 0.863 + 0,184 1.047 = 
a fe re ‘ 1.373 » 


Lb) 1.064 O13] = 1,195 f 





























— fe 
bo 
—~ 


C. J. C. Van Hoogenhuyze und H. Verploegh, 


Wla war nach der gewohnlichen Methode, b mit zwei- 
maliger Alkoholextraktion behandelt. 

Ob die hier angedeuteten Fehlerquellen die einzigen U) 
sachen sind, daf mit der Neubauer schen Methode wenige: 
Kreatinin gefunden wird als mit der kolorimetrischen, wagen 
wir nicht zu entscheiden. Wir beabsichtigen, die Versuche 
zur Klarung dieser Frage weiter fortzusetzen. So viel konnen 
wir aber jetzt schon sagen, dab nicht nur nach dem Zusatz 
von Kalkmilch, sondern auch bei jeder folgenden Etappe der 
Bestimmung nach Neubauer die kolorimetrische Kontrolle Krea- 
lininverlust nachweist. 

Die Neubauer sche Methode ergibt also immer einen Ver- 
lust und, was eben das Wichtigste ist, einen Verlust, dessen 
Betrag nicht genau bekannt ist. Man ist daher nicht berechtigt, 
kleinen, mittels dieser Methode beobachteten Schwankungen in 
der Ausscheidung des Kreatinins viel Wert beizulegen. 

Bei der Folin’schen Methode hingegen gibt es solche 
Fehlerquellen gar nicht, wenn die Dauer der Reaktion, 5 Mi- 
nuten, gut beriicksichtigt, die Fliissigkeit mit Wasser von Zimmer- 
lemperatur verdiinnt und die Bestimmung gleich nachher ge- 
macht wird. 

Die Frage kann allerdings gestellt werden, ob nicht andere 
Bestandteile des normalen Harns die Jaffe sche Reaktion geben 
und so bei der Kreatininbestimmung nach Folin einen zu 
eroben Gehalt an Kreatinin vortiiusechen. Wir haben uns davon 
iiberzeugt, dai Glukose und Harnsiiure, die in dieser Hinsicht 
wohl in erster Linie in Betracht kommen, mit Pikrinsaiure und 
Natronlauge, bei Zimmertemperatur die rotbraune Farbe nicht, 
oder erst naeh stundenlangem Stehen geben. Aceton gibt einen 
positiven Ausschlag, kann aber bei der Analyse von normalem 
Harn auber acht gelassen werden. 

Wenn auch die Moéglichkeit offen gelassen werden mub, 
dali der Harn bis jetzt unbekannte, die Jaffesche Reaktion, 
ebenso wie Kreatinin, gebende Stoffe enthiilt, so hat man einem 
derartigen, supponierten, stOrenden Einflub bei der Folin’schen 
Methode keinen bedeutenden Wert beizulegen, wie daraus hervor- 
geht, dal} die bei dieser Methode gefundenen Zahlen nicht viel 
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hOher sind, wie diejenigen, welche bei der Bestimmung als 
Kreatininchlorzink, bei mdodglichst sorgfaltiger Vermeidung der 
Fehlerquellen, erhalten werden. 

Wir haben untersucht, ob eine Vermehrung der Kreatinin- 
ausscheidung im Harn zufolge der Muskelarbeit bei uns selbst 
beobachtet werden konnte. Dazu wurde in jeder Versuchsreihe 
der Harn tiiglich zu bestimmten Zeiten aufgefangen, niimlich 
morgens, in der ersten Reihe um 9 Uhr, in allen spiteren um 
§ Uhr, mittags um 12 Uhr und 4!/2 Uhr und abends um 11?/2 Uhr. 

Jede Portion wurde gemessen und in zwei gleiche Hilften 
geteilt. Die eine Hiilfte jeder Portion wurde zu einer Kreatinin- 
bestimmung benutzt, die anderen Hiilften wurden zusammen 
vereinigt, wonach der Kreatiningehalt der Mischung wieder be- 
<timmt und auberdem eine N-Bestimmung nach Kjeldahl! 
vemacht wurde. So wurde zugleich eine Kontrolle der Krea- 
tininbestimmungen in den einzelnen Portionen erhalten. 

Bei allen Versuchsreihen war die Ubereinstimmung des 
Gehalts der gesamten Menge mit der Summe der 4 Portionen 
eine ganz befriedigende. 

Die Harnmenge, die von mittags 12 Uhr an bis zum fol- 
venden Morgen 8 oder 9 Uhr gesammelt wurde, betrachteten 
wir als den Harn eines Tages. Wahrend jeder beobachtungs- 
reihe nahmen wir tiglich eine bestimmte Nahrung zu uns. Nur 
bei der ersten Rethe wurde noch Kaffee und Tee getrunken. 
bel allen spiiteren ausschlieblich Wasser. 


Siehe Figur 2 und Tabelle I. 
Vom &. bis 24. April 1904, 17 Tage nacheinander, wurde 
eine gemischte Nahrung eingenommen. Die Nahrung enthielt: 


Kiweils Fett Kohlehydrat Cal. pro kg 


fir Van Hoogenhuyze 118 ¢ 16 ¢ 326 g HS 
Verploegh 115 SI 327 38.6 


Auberdem verzehrte jeder von uns an den Arbeitstagen 
noch 5O g Zucker. 
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Am 11., 16. und 21. April wurde jedesmal eine Radfalhirt. 
wobei 2!/2—38 Stunden ohne Rast durchgefahren und eine Ent- 
fernung von 55 km zuriickgelegt wurde, gemacht, ungerechne! 
die Arbeit im Laboratorium: 

Die anderen Tage wurden nur zu Arbeiten im Labora- 
torium benutzt, wahrend die Abende ruhig verliefen. Die 
Kreatininausscheidung erlitt keine nennenswerte Anderung der 
Muskelarbeit zufolge. Bei beiden schwankte sie wiihrend des 
ganzen Versuchs nicht unbetrachtlich. 

Bei Van Hoogenhuyze war das Mittel der 14 Ruhe- 
tage 2,116 g Kreatinin tiglich, mit einem Maximum von 2,401 
und einem Minimum yon 1,821 g. An den 3 Arbeitstagen war 
das Mittel 2,147 g, mit einem Maximum von 2,325 g und einem 
Minimum von 1,925 g. bei Verploegh war die Menge des 
ausgeschiedenen Kreatinins an den 14 Ruhetagen im Mitte! 
1,998 g, mit einem Maximum von 2,158 g und einem Minimum 
von 1,858 g, und an den 3 Arbeitstagen 2,015 g, mit einem 
Maximum von 2,058 g und einem Minimum von 1,949 g. Auch 
an den Tagen, die der Muskelanstrengung folgten, schwankten 
die Kreatinmengen nicht mehr als gewohnlich. 

Die N-Ausscheidung war wihrend des ganzen Versuches 
bei beiden ziemlich unregelmiibig. 


II. 
Figur 3 und Tabelle II. 

Vom 22. Juni bis 2. Juli 1904, 11 Tage nach einander, 
wurde die Beobachtung wiederholt mit weniger Nahrung, dic 
namentlich eine kleinere Menge Eiweif’ enthielt. Die Zusammen- 
setzung war: 

Kiweifl Fett Kohlehydrat Cal. pro kg 


fir Van Hoogenhuyze 71,5 g 125 g 3d1 ¢ 83.7 
Verploegh 80,5 » 74 > 358 » 34.6 


Am 1. Juli wurde eine 3stiindige Radfahrt gemacht, wobe! 
dO km zuriickgelegt wurden. Die Kreatininausscheidung betrug 
im Mittel: 

10 Ruhetage Arbeitstag 
Van Hoogenhuyze_ 1,983 g (Max. 2,042, Min. 1,809 g) 1,997 ¢ 
Verploegh 2,039 » ( » 2174, » 1,920 ») 2,049 » 








. ee ‘ . eos ' , Lip= 
Beobachtungen iiber die Kreatininausscheidung beim Menschen. $27 


Auch am Tage, der der Muskelarbeit folgte, stieg der 
Kreatiningehalt nicht. 


Il. 
Figur 4 und Tabelle IIL. 


Wihrend bisher noch ein wenig Fleisch eingenommen 
worden war, wahrend der zweiten Beobachtungsreihe nur 50 ¢ 
tiiglich, und bei Verploegh vom 26. Juni ab statt Fleisch ein 
Hiihnerei, wurde jetzt der Versuch angestellt mit ganz kreatinin- 
(reier Kost. Auberdem war der EiweifSgehalt kleiner. Die Beob- 
achtung dauerte vom 7.—29. Juli 1904, 23 Tage nacheinander. 

Vom 7. bis zum 18. Juli wurde eine Diiit befolgt. deren 
Zusammensetzung war (siehe Tab. IID): 


Kiweils Fett Kohlehydrat Cal. pro kg 


fir Van Hoogenhuyze_ 9d0 g 115 ¢ d44 g 31,2 
Verploegh DO » S4 > 344 » 33,8 


Vom 18. Juli ab wurde der Reis zum Teil durch Kartoffeln 
ersetzt und die Menge Butter verkleinert. Diese Diiit enthielt 
(siehe Tab. IID: 


Kiweils Fett Kohlehydrat Cal. pro kg 
fir Van Hoogenhuvze 47 g 98 go 337 ¢ 29.5 
> Verploegh 47 >» 64 337 » 304 


Am 28. und 29. Juli wurden zu dieser Nahrung fiir jeden 
) Kier taglich zugefiigt. 

Am 15., 20. und 23. Juli wurde neben der Arbeit im 
Laboratorium wieder Muskelarbeit geleistet, wiihrend die iibrigen 
Tage nur zu Arbeiten im Laboratorium, die wenig Anstrengung 
der Muskeln erforderten, benutzt wurden. Am 15. Juli wurde 
eine Radfahrt gemacht, wobei in 3 Stunden 54 km zuriick- 
geleot wurden: am 20. und 23. Juli wurde jedesmal 2!/2 Stunden 
lang getibt mit Hanteln von 10 kg und mit dem Chest-Expander 
und dem Combined Developer Sandow’s, wobei dafiir gesorgt 
wurde, dal alle Muskeln des Kérpers so viel wie moglich in 
Tatigkeit kamen. Wenn die ersten 3 Tage der magern Diat, 
7. 8 und 9. Juli, worin die N-Ausscheidung bei Van Hoogen- 
huyze von 14,56 g bis 9,05 g und bei Verploegh von 13,72 ¢ 
bis 10,23 g sank, als eine Ubergangsperiode auSfer Rechnung 
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gelassen wurden, und ebenso die letzten zwei Tage, 28. und 
29. Juli, an welchen ungefahr 30 ¢ Eiweifi tiglich mehr ge 
nommen wurden, so ergab sich die tégliche Kreatininausseheidun: 
withrend 15 Ruhetagen im -Mittel: 

ber Van Hoogenhuyze 1,836 g (Maximum 1,935, Minuinum 1,693 ¢), 

>» Verploegh | 1,962 » | . 2.079, 1.876 
indem an den Arbeitstagen gefunden wurde: 
ber Van Hoogenhuyze 15. Juli 1,908 g, 20. Juli 1,921 und 23. Juli 1.974 « 

Verploegh  —s 15.» 2142 > 20. > 1,947 > 23. > 1,988 

Hier war also an den Arbeitstagen die Ausscheidung bei 
Van Hoogenhuyze jedesmal, bei Verploegh einmal grofer 
als das Mittel der Ruhetage. Indessen erhoben sich die Ab- 
weichungen nicht iiber den Betrag der Schwankungen, die auch 
ohne aubergewohnliche Anstrengung gefunden wurden. 

Der bei Verploegh am 15. Juli gefundene Wert iibertra! 
zwar das Maximum der Ruhetage, aber der Unterschied 0,068 g is! 
so klein, daB darauf im Zusammenhange mit den niederen 
Werten an den beiden anderen Arbeitstagen kein Wert gelegt 
zu werden braucht. 

An den beiden letzten Tagen dieser Reihe, als keine 
Muskelarbeit verrichtet, aber betriichtlich mehr Eiweibh einge- 
nommen wurde, betrug die Kreatininausscheidung : 

bei Van Hoogenhuyze 28. Juli 1,955 g, 29. Juli 1,959 ¢ 

» Verploegh 28, > 2.053 > 29. L984 
indem bei beiden die N-Ausscheidung von ungefihr 8 @ bis 11 ¢ 
tiaiglich shee, 

lV. 
Siehe Figur 5 und Tabelle IV. 

Im September und Oktober 1904 wurde ein neuer Ver- 
such angestellt, erstens um zu entscheiden, ob vorangehende 
Ubung der Muskeln etwa einige Anderung im Resultat  ver- 
ursachen wiirde, zweitens, um den Einflu8 der Uberanstrengung 
zu untersuchen, und endlich, um zu bestimmen, ob tibermiébige 
Arbeit bet ganz unzureichender Nahrung die Kreatininausschei- 
dung vermehren wirde. 

Nachdem wahrend drei Wochen taglich gymnastische 
| bungen nach der Sandow’schen Methode vorgenommen worden 
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waren, wurde der Versuch am 26. September angetangen mit 
einer Kost von der gleichen Zusammensetzung wie in Tab. Ill 
siehe Tab. IV), kaum zureichend und eiweibarm. Diese Diiit 
wurde 9 Tage nach einander beibehalten bis 4. Oktober. Am 
29. September wurde wiihrend 2'), Stunden mit kurzen Ruhe- 
zeiten mit Sandow-schen Apparaten gearbeitet. 

Am 2. Oktober wurde iibermabige Arbeit verrichtet, niim- 
ich morgens ein Spaziergang von 21 km von 9 bis 12 Uhr. 
mittags ein Spaziergang von 10 km in 2 Stunden und abends 
eine Arbeit von 11/, Stunde mit den Hanteln. 

Wahrend der 6 Ruhetage zwischen 27. September und 
i. Oktober (am ersten Tage, 26. September, wurde der Harn 
nicht untersucht) betrug die Ausscheidung im Mittel: 

Van Hoogenhuyze 1,859 (Maximum 1,977, Minimum 1.755) ¢ Kreatinin 
Verploegh 1.925 | ‘ 2.047, > 1.860) 

ndem bei Van Hoogenhuyze am 29. September gefunden 
wurde 2,001 und am 2. Oktober 1,859 ¢ und bei Verploegh 
resp. 1,979 und 1,945 ¢g Kreatinin. Dai dem ziemlich hohen 
Wert Van Hoogenhuyze's am 29. September nicht viel Be- 
deutung zukommt fiir die Beurteilung des Einflusses der Muskel- 
arbeit auf die Ausscheidung des Kreatinins, erhellt, wenn man 
die einzelnen Portionen jenes Tages in Betraeht nimmt. — In 
der ersten Portion jenes Tages, also im morgens zwischen 8 und 
\2 Uhr ausgeschiedenen Harn, noch bevor mit der Muskel- 
arbeit angefangen war, wurde schon 0,404 ¢ Kreatinin gefunden 
gegen 0,331 ¢ und 0,545 g in den entsprechenden Portionen 
des vorigen und des folgenden Tages. Nachdem = wiihrend 
‘Tagen gewohnliche Nahrung eingenommen worden war, wurde 
ietzt 5 Tage nach einander eine ganz unzureichende Kost ver- 
zehrt. Wir befolgten eine Diiit (siehe Tab. IV) enthaltend: 


Kiweih Fett Kohlehydrat Cal. pro kg 
liur Van Hoogenhuyze 36,6 ¢ 12 ¢ Ik6 g 1D 
Verploegh oo,4 » 34,7 Las » ld 


Am 26. Oktober wurde eine Radfahrt gemacht von 42 kim 
1 2'/, Stunden; in der ersten Stunde wurden 20 kin zuriick- 


sclegt, aber nachher konnte des Hungers und der Ermiidung 
vegen nur mit kleiner Geschwindigkeit gefahren werden. 
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Mittags wurde von 2 bis 5 Uhr ein Spaziergang von 16 kin 
gemacht und endlich wurde abends noch mit Hanteln gearbeite: 
Der Erfolg war, da6B- wir noch am folgenden Tage sehr er- 
miidet waren. 

Hei diesem kurzen Versuch hat die Berechnung von Mittel- 
werten keinen Wert. Die Ausscheidung des Kreatinins war 


Van Hoogenhuyze Verploegh 
14. Oktober 2,020 ¢ 1908 ¢ 
1d. 1,702 » 1,934 >» 
16. 1775 » L899 » Muskelarbeit 
¥Z > LS31 > 1.938 » 
1. L861 » 1.868 » 


Auch in diesem Falle, wo die Nahrung des Koérpers nicht 
zureichte, um den Verlust durch die Muskelarbeit zu ersetzen. 
was auch erhellte aus der Vermehrung der N-Ausscheidung am 
Arbeitstag, konnte sicher nicht von einem deutlichen Einfluf der 
Muskelanstrengung auf die Kreatininausscheidung die Rede sein. 

Die Sache gestaltet sich aber anders, wenn wiihrend vieler 
Tage gar keine Nahrung eingenommen wird. 

Die Gelegenheit, auch hieriiber Versuche anzustellen, bot 
sich dar, als die Hungerkiinstlerin Flora Tosea im Haag, in 
einem sowohl tags wie nachts fiir das Publikum zugiinglichen 
Lokal ein Hungerexperiment machte. Tosca war eingeschlossen 
in einem Raum mit gliisernen Wanden. Dureh eine kleine 
mit einem Schlosse versehenen Klappe konnten die Flaschen 
Harn téglich zum Versand angenommen werden. Der Harn 
wurde nimlich tagliech in 3 Portionen, von morgens 10 bis 
mittags 4, von mittags 4 bis abends 10, von abends 10 bis den 
folgenden Morgen 10 Uhr gesammelt, taéglich an gesetzter Zei! 
als Kilgut nach dem Physiologischen Laboratorium in Utrecht 
versandt und dort gleich bearbeitet. 

Am Mittag des 10. Juni 1905 wurde zum _ letztenmi:! 
vespelst. 

Nachher wurde nichts mehr eingenommen als Minera! 
wasser (Drachenquelle Kurwasser) bis den 25. Juni, und 14., 15.. 
16. Juni etwas Bitterwasser (siehe Tab. VILu. Fig. 6). Auber Krea- 
tinin wurden noch mehrere andere Bestandteile des Harns tiiglic! 
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bestimmt. Die Resultate werden am Schlul dieser Mitteilung 
ausfiihrlicher erwiihnt werden. Aus der Ausscheidung von 
Stickstoff, Harnstoff, Harnsaiure, Phosphorsiiure und Chloriden 
erhellt geniigend, dali in der Tat keine Nahrung eingenommen 
wurde. 

Wiihrend der ganzen vierzehntigigen Hungerperiode wurde 
modglichst vollstiindige Koérperruhe eingehalten, ausgenommen 
am 17. Juni, als die Tosca wiithrend 2 Stunden mit kurzen 
Ruhezeiten unter Aufsicht Verploegh’s mit Hanteln von je 
| kg arbeitete. Dabei wurden 13 verschiedene Bewegungen 
ausgefiihrt, nach Sandow’s Nr. 1 Dumb-bell Chart, die ersten 
iO je zwanzigmal, die letzten 3 je zehnmal. Die Bewegungen 
waren so gewahlit, dab dabei so viel Muskeln wie moglich in 
Tiitigkeit treten mubten. Die Harnanalyse lehrte, dali beim 
Hungern die Ausscheidung des Kreatinins sowie diejenige der 
anderen Produkte des Stoffwechsels fortwiihrend abnahm. Die 
Muskelanstrengung aber verursachte plotzlich eine unzweifel- 
hafte Vermehrung, nicht am Tage selbst, aber am folgenden. 
Noch am dritten Tage war der Einflu{} nachweisbar, was in- 
dessen auch in bezug auf die ganze N-Menge der Fall war. 

Am ersten Tage, als noch Nahrung eingenommen = war. 
betrug die ganze Menge Kreatinin 1,087 g. Nachher nahm sie 
schnell und ziemlich regelmibig ab, bis sie am 8. Tage, 17. Juni, 
dem Tage der Muskelanstrengung, nur 0,469 ¢ betrug, worauf 
sie am folgenden Tage bis 0,689 g stieg. In den 3 Tagen vor 
der Muskelarbeit wurden zusammen 1,662 g, in den 3 folgenden 
Tagen 2,006 g Kreatinin ausgeschieden. 

Nachher fiel die Ausscheidung wieder, bis ungefiihr 0.5 ¢ 
laglich, ab, um dann ziemlich konstant zu bleiben. 

Aus allem Mitgeteilten erhellt, dafi selbst bei ganz regel- 
mabiger Nahrung und bei Vermeidung aller anstrengenden 
Muskelarbeit die tiglhche Kreatininausscheidung, wie auch 
Kk. B. Hofmann schon im Jahre 1869 und in letzter Zeit Folin 
mitteilten, ziemlich bedeutende Schwankungen macht. Dies haben, 
wie wir schon oben erwiihnten, Moitessier und Gregor zu 
wenig beachtet, als sie aus ihren Versuchen in Beobachtungs- 
reihen von 3, 4 oder 5 Tagen, wobei das Kreatinin als eine 
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Chlorzinkverbindung aus dem alkoholischen Extrakt des Harns 
niedergeschlagen wurde, das Resultat ableiteten, dab die Kreatinin- 
ausscheidung zufolge Muskelarbeit vermebrt wird. 

Im Gegensatz dazu sind wir durch unsere Versuche zu 
Ansicht gekommen, dali beim Menschen durch Muskelarbeit 
nur dann eine Vermehrung der Kreatininausscheidung im Harn 
eintritt, wenn der Korper gezwungen wird, nur auf Kosten des 
eivenen Gewebes zu leben. 

Wenn nun das Kreatinin, das im Harn normaler und 
normal genihrter Menschen und Tiere gefunden wird, nicht, 
auch nicht teilweise zu betrachten ist als ein Produkt, welches 
ber der Zusammenziehung der Muskelfaser entsteht, so erhebi 
sich die Frage nach der Herkunft und der Bedeutung dieses 
Bestandteils des Harns. 

Seit Meissner’s?!) beritihmten Untersuchungen ist es be- 
kannt, dai das Fleisch, als Nahrung benutzt, Kreatininausschei- 
dung verursaecht, denn Kreatin und Kreatinin, entweder durch 
Resorplion aus dem Verdauungsapparat oder durch Injektion 
unter der Haut ins Blut gebracht, werden ganz oder doch 
erobenteils dureh die Niere als Kreatinin entfernt. 

Die Menge Kreatin im Fleisch ist ziemlich bedeutend. 
Gewohnlich wird sie zu 0,2 bis 0,3°%o0 des trischen Muskel- 
sewebes angegeben. *) 

Mit Hilfe der Folin’ schen Methode haben wir dies auts 
neue untersucht. 

DOO g Fleisch, so sorgfaltig wie modglich von Fett und 
Sehnen befreit) und fein zerhackt, wurde mit Wasser und 
einigen Tropfen Chloroform angeriihrt und, nachdem es einige 
Stunden bei Zimmertemperatur gestanden hatte, ausgeprebt. 
Dies wurde noch zweimal wiederholt. Nachher wurde das aus- 
veprebte Fleisch wahrend zwei Stunden mit Wasser gekocht 
und nach Abkiihlung aufs neue ausgeprebt. 

Die Filtrate wurden vereinigt, bei schwach saurer Reaktion, 
zur Entfernung des Eiweibes gekocht, nach Abkiihlung bis auf 
(OOO com verdiinnt und filtriert. 


') Meissner, Zeitschrift f. rat. Med., Bd. XXXI, 1868. S. 234. 
2) Voit, Zeitschrift f. Biologie, Bd. IV. 1868, S. 77. 





oa . . . . . ° yey 
Beobachtungen iiber die Kreatininausscheidung beim Menschen. 43S 


)00 com des Filtrats wurden eingedampft, der Ver- 
dampfungsrest mit Wasser bis auf 100 ccm angefiillt, und aufs 
neue filtriert: 80 cem = dieses Filtrats wurden mit 50 cem 
Yormal-H,SO, zweimal 24 Stunden im Wasserbade auf 100° C, 
erwirmt zur volligen Umsetzung des Kreatins in Kreatinin. 
Hiernach wurde der Kreatiningehalt kolorimetrisch bestimmt. 
Jedesmal wurde das Fleisch zweier Individuen verschiedener 
‘ierarten zweimal untersucht. So wurde gefunden: 


Rind | 3,688 ¢ Kreatinin #278 g¢ Kreatin pro Kilogramm Fleisch 
I] 3.898 922 » > » » 
schat [ 3,499 » £059 
Il 3,608 t, 185 > 
schwein | 3,718 ; - 4,313 » > , 
Il 4,070. » » +,721 
Plerd | 3,244 3.763 > 
Il 3,395 » 3948 


Also kann selbst bei reichlicher Fleisch- oder Bouillon- 
nahrung das durch die Niere ausgeschiedene Kreatinin (1,5 bis 
2? ¢ oder noch mehr in 24 Stunden) nur zum Teil vom Kreatin 
der Kost herstammen. Ubrigens ist es wohl bekannt und aus 
den obigen Beobachtungen wieder aufs deutlichste bewiesen 
worden, dab die Kreatininausscheidung nicht oder kaum unter 
das Normale sinkt, wenn die Nahrung gar kein Kreatin und 
Kreatinin enthalt. 

Der Korper bildet aus dem KEiweib, das ihm zur Ver- 
liigung steht, selbst Kreatin als ein Produkt des Stoffwechsels. 
I's wiirde denkbar sein, dafi die Art des als Nahrung einge- 
hommenen Eiweibes Einflub hatte auf die Bildung des Kreatins, 
in welchem Falle es moglich wire, dab besonders solches 
Miweihb Kreatin liefern wiirde, woraus durch Hydrolyse viel 
Arginin, ein héher zusammengesetztes Guanidinderivat, erhalten 
werden kann. 

Nach den Untersuchungen von Kossel und seinen Schilern 
iefert Leim fast zweimal soviel Arginin als Casein, resp. 9,3!) 
und 4,8%/o.2) Darum untersuchten wir in einer neuen Beob- 

') Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, 5S. 207. 

*) Diese Zeitschrift. Bd. XXXII, S. 356. 
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achtungsreihe, ob, und in welchem Mae die Einnahme yoy 
Casein oder Gelatine die Ausscheidung von Kreatinin vermehr' 


V. 


Figur 7. 


Am 7. April 1905 wurde angefangen mit der Einnahme 
der folgenden Nahrung (Siehe Tab. V). 


Kiweils Fett Kohlehydrat) Cal. pro kg 
fir Van Hoogenhuyze 47 g 98 g da7 g 29,5 
> Verploegh 47 H4 » 337 » 40) 


Am 12., 13. und 1%. April wurden jedesmal 50 g nach 
der Hammarsten’schen Methode aus Kuhmilch bereitetes Casein 
verzehrt, mittags um 12 Uhr 25 ¢ und abends um 6 Uhr 
wieder 25 g. Um die ganze chemische Energie der Nahrung 
unveriindert zu lassen, wurden an jenen Tagen so viel weniger 
Kartoffeln gegessen, dal die Menge der Kohlehydrate von 337 
bis 287 @ sank. 

Nachher wurde wieder die Kost wie am 9. April ein- 
genommen bis zum 20. April. 

Am 20., 21. und 22. April wurden jedesmal statt 50 ¢ 
Kohlehydrate 50 ¢ kiiufliches, gut mit Wasser ausgewaschene 
Gelatine eingenommen, ebenso wie das Casein in 2 Portionen, 
jede von 25 ¢. Am 23. und 24. April wurde die Diiit vom 
9. April befolgt. In 10 Tagen, wiithrend welcher die 47 g Eiweil 
tiiglich enthaltende Nahrung eingenommen wurde (den ersten 
2 Tagen, 7. und &. April, die noch unter dem = Einfluf der 
Nahrung der vorigen Tage standen, wurde der Harn nicht unter- 
sucht), betrug die Kreatininausscheidung: 
ber Van Hoogenhuyze im Mittel 1,813 ¢ (Max. 1,921, Min. 1,706 ¢), 

> Verploegh | ; 1850» ( » 1,990, » 1,723 

An den Tagen, an welchen Casein und Gelatine gegesse! 
war, stieg wohl die N-Ausscheidung, aber diejenige des Kreatinins 
nicht oder kKaum. 

Ihr Betrag war an den 3 Caseintagen: 
bei Van Hoogenhuyze im Mittel 1,913 g (Max. 2,009, Min. 1,836 @) taglich 


Verploegh 1,897>( >» 1934, » 1,834) >» 
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und an den Gelatinetagen: 
bei Van Hoogenhuyze im Mittel 1,800 g (Max. 1,813, Min. 1,783 g) taglich 
Verploegh >» » 1,872>( » 1,881, » 1,868») » 

Ebenso wie in der obigen Beobachtungsreihe III nach Hinzu- 
fiigung von 5 Eiern tiglich, zu einer Nahrung, die 47 g EiweiB 
enthielt, nur eine sehr geringfiigige Vermehrung der Kreatinin- 
ausscheidung gefunden wurde, ebenso erwies sich jetzt die Ein- 
nahme von Casein und Gelatine ohne deutlichen Einflub, obschon 
das zugefiihrte EiweiB, wie die N-Bestimmungen lehrten, sicher- 
lich resorbiert und im Korper zerlegt wurde. 

Neuerdings hat Folin!) ausfiihrliche Untersuchungen tiber 
die Bestandteile des menschlichen Harns mitgeteilt und eine 
Theorie aufgestellt, die mit unseren Beobachtungen in volligem 
Kinklang steht. 

Friiher schon hatte Meissner?) aus seinen Versuchen 
gefolgert, dai die Entstehungsweise des Kreatinins im Korper 
der Siiugetiere eine ganz andere sei, als diejenige des Harn- 
stoffes, mit welchem der grofere Teil des Stickstoffs aus dem 
Korper entfernt wird. Folin zieht diesen SchluB aufs neue 
und legt ihn in Zusammenhang mit seinen Beobachtungen tiber 
die Ausscheidung anderer N-haltiger Stoffe und Schwefelver- 
bindungen, einer neuen, von den Voit’schen sowohl wie von 
den Pfliiger’schen Auffassungen abweichenden Theorie des 
Kiweifstoffwechsels im Koérper zugrunde. Unrichtigerweise hat 
man nach Folin beim Eiweifstoffwechsel im Korper vorzugs- 
weise das Verhiltnis der ganzen N-Menge, die den Korper 
verlabt, zu der ihm zugefiihrten Menge in Betracht genommen, ohne 
viel Wert auf den Prozentgehalt der verschiedenen N-haltigen 
Stoffwechselprodukte im Harn zu legen. Wenn die Eiweif- 
menge in der Nahrung vergréfert oder verkleinert wird, so 
nimmt damit die N-Ausscheidung zu oder ab. bis nach kurzer 
Zeit wieder ein Gleichgewicht, wobei Zu- und Abfuhr des Stick- 
stoffes einander gleich sind, eintritt. Die Verinderlichkeit der 
N-Ausscheidung bezieht sich aber nicht auf alle N-haltigen 





‘) Folin, Amer. Journal of Physiol., Vol. XIII, p. 45, 66, 117. 
*) Meissner, I. c. S. 295. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVI. 28 
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Stoffe, sondern grOftenteils auf den Harnstoff. Die Kreatinin- 
ausscheidung hingegen und, obschon in geringerem Mafe, die- 
jenige der Harnsiure ist ziemlich unabhangig vom Eiweifgehalt 
der Nahrung. Man mu also unterscheiden eine unter dem 
EinfluB der Nahrung veriinderliche Zersetzung des Eiweibes, 
von welcher vornehmlich die Harnstoffbildung abhingt und 
welche nach Folin’s Auffassung grobenteils, wenn nicht giinz- 
lich, im Verdauungsapparat — im Darm, in der Darmschleim- 
haut, in der Leber — vor sich geht, und daneben eine weit 
weniger veriinderliche Eiweifzersetzung in den verschiedenen 
Organen, die nicht unmittelbar von der Nahrungsaufnahme, 
sondern von der Lebenstiitigkeit des Gewebes abhiingig ist. 

Beim Stoffwechsel in den Geweben entstehen unzweifel- 
haft N-haltige Zersetzungsprodukte verschiedener Zusammen- 
setzung. Darunter befindet sich, wie Nencki, Salaskin und ihre 
Mitarbeiter bewiesen haben, Ammoniak, das durch die Leber 
in den harmlosen Harnstoff verandert wird. 

Uberdies entsteht im Kérper auch auferhalb der Leber 
Harnstoff. Dieses Stoffwechselprodukt entsteht also teilweise, 
wie Folin es ausdriickt, endogen, der ziemlich gleichmiibigen 
Eiweifzersetzung in den Geweben zufolge, teilweise exogen in 
groBerer oder kleinerer Menge der Eiweibresorption aus dem 
Verdauungskanal zufolge. Es ist aber unmoglich, im Harn diese 
beiden Teile zu scheiden. Wohl aber gibt die Kreatininaus- 
scheidung, worauf die Verdauung, wenn die Nahrung kein 
Kreatin enthiilt, keinen unmittelbaren EinfluB hat, eine An- 
deutung hinsichtlich der Intensitat der Eiweibzersetzung in den 
Geweben. Dabei ist wohl an erster Stelle das Muskelgewebe 
zu beachten, aber nicht ausschlieBlich, da unzweifelbar auch 
in anderen Geweben Kreatin gebildet wird. 

Mit Wahrscheinlichkeit konnte aus den Beobachtungen 
Meissner’s beim Hunde die Vermutung abgeleitet werden, 
dafi Kreatin als ein intermediiires Stoffwechselprodukt auftritt, 
wie Burian und Schur es fiir die Harnséiure bewiesen haben. 
Meissner konnte wenigstens in den Kreislauf gebrachtes 
Kreatinin nicht ganz im Harn wiederfinden. Wohl fand er, daf 
nach Injektion von Kreatin unter die Haut nicht nur die ganze 
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- | injizierte Menge wieder mit dem Harn abgesondert wurde, 
- sondern selbst noch 20 mg Kreatinin dazu. Aber es blieb un- 
ult sicher, wieviel davon vom Stoffwechsel des Tieres herstammte. 
m= Voit,!) der es vorzog, Kreatinin und Kreatin dem Hunde 


mit dem tibrigen Fressen beizubringen, da sonst zu viel davon 


1d zugleich ins Blut gelangt, sodaB keine Zeit ist, es weiter zu 
- verindern, fand nicht alles beigemischtes Kreatinin und Kreatin 
“i im Harn wieder; er sagt aber selbst, dafi diese Bestimmungen 
ut : nicht ganz genau auszufiihren sind. Neuerdings hat auch 
Nn Czernecki einige hierauf beziigliche Versuche mitgeteilt, welche 
e, 


aber keine unzweideutigen Resultate ergeben haben. ?) 
Um auch hieritiber Auskunft zu bekommen, machten wir 


I wieder einen Versuch, wobei wir der in der Tab. VI beschriebenen 
n- Dit folgten (Fig. 8). Der Versuch dauerte vom 17. bis 28. August 
ia 1905. Am ersten Tag wurde der Harn nichtuntersucht. DieSchwan- 
ur kungen in der Kreatininausscheidung waren ganz klein; bei Van 
Hoogenhuyze betrug sie in 5 Tagen vom 18. bis 22. August 
al tiglich im Mittel 2,023 g (Maximum 2,029, Minimum 2,017), 
€, bei Verploegh 2,029 g (Maximum 2,098, Minimum 1,930). 
Am 23. August nachmittags um 5!/, Uhr nahm_ jeder 
in 500 mg reines Kreatinin, in Wasser geloést, auf einmal ein. 
- An demselben Tage wurde bei Van Hoogenhuyze 2,420 g, 
oe bei Verploegh 2,508 g Kreatinin ausgeschieden. Die Ver- 


mehrung war bei beiden schon in der dritten Portion merklich. 
in Am folgenden Tag war die Ausscheidung bei Van Hoogen- 


a- huyze wieder 2,030 g, bei Verploegh 2,073 g. 

mn Am 26. August nahm jeder wieder 500 mg Kreatinin ein, 

og aber in 10 Portionen, jede Stunde 50 mg, da vielleicht bei der 

‘h Einnahme der ganzen Menge die Bedingungen fiir die Zersetzung 
: zu ungiinstig sein kénnten. Auch jetzt wurde das Kreatinin 

ni groBtenteils an demselben Tage im Harn wiedergefunden. Die 

D, Ausscheidung betrug: 

t, 25. August 26. August 27. August 28. August 

n. bei Van Hoogenhuyze_ 1,998 g 2,425 g 1,940 g 1,951 g 

Og > Verploegh 2,045 » 2,467 » 2,035 » 1,968 >» 

- ') Voit, Le. S. 112. 

Le 


*) Czernecki, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 294. 
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Also wurde sicherlich bei 3 der 4 Beobachtungen (2 am 
23. August und 2 am 26. August) ein Teil des eingenommenen 
Kreatinins nicht im Harn wiedergefunden. Diese Versuche sind 
aber noch nicht ganz abgeschlossen, da wir sie mit Kreatin 
statt mit Kreatinin wiederholen miissen. 

Aus den Beobachtungen erhellt indessen, wie genau mit 
Hilfe der Folin’schen Methode eine Anderung der Kreatinin- 
ausscheidung gefunden werden kann. Man kann also ziemlich 
sicher sein, dafi auch die Ergebnisse der obigen Versuchsreihen 
zuverlassig sind und auch die daraus gezogene Schluffolgerung, 
daf} das Kreatin ein Stoffwechselprodukt ist, das nicht bei der 
Zusammenziehung der Muskelfasern gebildet wird, sondern in 
Muskeln und anderen Organen entsteht bei der Zersetzung des 
Eiweibes, welche mit dem Leben der Zellen, abgesehen von den 
besonderen Arbeitsleistungen, wozu sie imstande sind, ver- 
kniipft ist. 

Folin spricht die Meinung aus, daf das lebendige Proto- 
plasma sich in einer Losung befinde, welche allmahlich aufge- 
speichertes EiweiB enthilt; da also der Kérper einen Uberschu8 
von Eiweif enthilt, sodab der Eiweiiverbrauch der Zelle, wenn 
die N-Zufuhr geringer wird oder aufhért, unbehindert weiter- 
gehen kann. 

Hort auch die Zufuhr N-freier Stoffe auf, so wiirde die 
Kreatininausscheidung zunehmen, sobald die zur Muskelarbeit 
notigen Kohlehydrate dem EKiweif entnommen werden miissen, 
was der Fall ist, wenn der Vorrat Fett und Kohlehydrate im 
Korper aufgezehrt ist. In Wirklichkeit wird die Vermehrung 
kleiner sein, da der KOrper sparsamer wird im Gebrauch aller 
Stoffe. 

Gianz in Ubereinstimmung mit den Beobachtungen und 
Betrachtungen Folin’s wurde auch von uns gefunden, da’ wohl 
die Harnstoffausscheidung mit der Zufuhr von EiweiB schwankt, 
dafi aber die Kreatininausscheidung nicht unmittelbar davon 
abhingig ist. Selbst bei itibermaBiger Muskelarbeit und unzu- 
reichender Nahrung wurde die Kreatininausscheidung nicht 
groBer gefunden. 

Zwar gibt es eine Abhangigkeit insofern, dab bei volligem 
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Hungern die Titigkeit der Organe so klein wie mdglich wird 
und mit der Intensitiét der Lebenserscheinungen auch die 
Kreatininausscheidung sehr abnimmt. 

In bezug hierauf kénnen wir eine Beobachtung, am letzten 
Tage der Hungerperiode bei Tosca gemacht, anfiihren. 

Am 25. Juni nahm sie abends um 10 Uhr Milch und Eier 
ein. Im Harn, der am folgenden Morgen um 10 Uhr gesammelt 
wurde, befand sich 0,375 g Kreatinin, mehr als das Zweifache 
der Menge, die sie wiihrend derselben Periode der letzten Tage 
ausschied. 

Diese plotzliche Vermehrung kann sicher nicht der Nahrung 
an sich zugeschrieben werden, aber wohl dem Reiz, den der 
ganze Korper durch die Wirkung der Verdauungsorgane nach 
so langem Hungern empfindet. 

Neuerdings hat Noél Paton!) mit Hilfe der Folin’ schen 
Methode die Kreatininausscheidung untersucht bei einem Hunde, 
der mit Hafermehl und Milch, an einem Tag iiberdies noch mit 
5) Eiern, genahrt wurde und an einigen Tagen gar keine Nahrung 
bekam. Die Resultate weisen, dem Verfasser nach, hin auf eine 
Beziehung zwischen der Kreatininproduktion und der Eiweib- 
einnahme beim Hunde. 

Die Kreatininausscheidung ist in der mitgeteilten Versuchs- 
reihe wohl zu unregelmabig, daly man zu bestimmten Folge- 
rungen daraus berechtigt sein wide. 

Wenn aber die Meinung des Verfassers die richtige ist, 
so kénnte auch hier vielleicht an eine aufregende Wirkung der 
Nahrung auf den Gesamtstoffwechsel gedacht werden. 

Ebenso wie Folin, fanden auch wir nicht unbetricht- 
liche individuelle Unterschiede in der Kreatininausscheidung bei 
gemischter Nahrung. Von vornherein leuchtet es ein, daf die 
aufgenommene Fleischmenge darauf einen Einfluf ausiiben muf. 

Bei unter ziemlich denselben Verhiltnissen lebenden 
Menschen scheinen aber die Unterschiede nicht grof zu_ sein, 
wenn das Korpergewicht in Betracht gezogen wird. Bei fiinf 
Studenten fanden wir die folgenden Resultate: 





1) Noél Paton, Journal of Physiol., Vol. XXXII, p. 1. 
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Kérpergewicht Kreatinin Kreatinin 
kg in g pro kg 
. 71 2,23 31,5 mg 
2. 80 2,16 27 
3. 57 1,69 29 
4. 79 2,21 28 > 
d. 63 1,70 27,4 » 


Vielfach wird es noch angezweifelt, ob schon bei Séug- 
lingen im Harn Kreatinin anwesend sei. In den Fallen, welche 
wir Gelegenheit hatten zu untersuchen wurde jedesmal Kreatinin 
gefunden, mit der Jaffé’schen Reaktion deutlicher als mit der 
schnell voriibergehenden Weyl’schen. Der geringen Konzen- 
tration und der kleinen Harnmenge wegen war eine genaue 
kolorimetrische Bestimmung nicht gut modglich. In 4 Fallen be- 
kamen wir jedoch genug Harn (15—60 ccm), um eine wenigstens 
anniiherend genaue Bestimmung machen zu konnen. 

Zu 10 ecem Harn, die nach Mischung mit Pikrinséure und 
Natronlauge bis auf 50 ecm verdiinnt wurden, fanden wir: 


1. Kind 8 Tage alt 1,11 mg Kreatinin 
 » 32» > 0,91 » > 

3. » 2 Monate » O41 » 

b> 2 > : 1,7 » > 


Bemerkenswert ist, daB im dritten Falle, der ein schwaches 
nur mit Kuhmilch genihrtes Kind betraf, die Kreatininmenge 
so viel kleiner gefunden wurde als bei den anderen drei Kindern, 
die alle kriiftig waren und Muttermilch als Nahrung bekamen. 

Obschon es bei der Untersuchung des Harns der Hunger- 
kiinstlerin nur unsere Absicht war, die Kreatininausscheidung zu 
bestimmen und zwar an erster Stelle den EinfluB, durch Muskel- 
arbeit darauf beim Hungern ausgeiibt, benutzten wir diese Gelegen- 
heit um auch die Ausscheidung einiger anderer Bestandteile des 
Harns wiihrend der Hungerperiode zu bestimmen. Die Resultate 
davon sind in den Tabellen VII und VIII zusammengestellt. 

Auber dem ganzen N-Gehalt und dem Kreatiningehalt, wie 
in den anderen Beobachtungsreihen, wurde bestimmt der Gehalt 
an Chloriden nach Volhard, an Harnsiiure nach Worner, an 
Harnstoff nach Knop-Hiifner, an Indikan mittels Bouma’s 
Indikanurometer, an Phosphorsiiure mittels Uranylnitrat. Uber- 
dies wurde der Gehalt an sauren Phosphaten nach Lieblein 
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bestimmt (dabei wurde keine Korrektion angebracht), wahrend 
noch die Aciditiét bestimmt wurde durch Titrieren des 10-fach 
verdiinnten Harns mit ®/10-Natronlauge, wobei Phenolphtalein 
als Indikator benutzt wurde. 

Fiir die Harnstoffbestimmung muften wir uns mit der 
Knop-Hiifner’schen Methode begniigen, da unsere Zeit fiir 
die mehr umstéandliche Bestimmung nach Morner-Sjoquist 
nicht ausreichte. 

Stickstoff, Chloride und Aciditiit wurden doppelt bestimmt, 
Harnstoff nur mit einer Ausnahme. 

Vom 15. Juni an war die Harnmenge zu klein, um mehr 
als eine P,O.-Bestimmung, wozu 50 ccm notig waren, zu ge- 
statten; 24., 25. und 26. Juni benutzten wir nur 25 cem. 

Vom 10. bis 15. Juni wurde die Harnsiure des gemischten 
Harns von 24 Stunden bestimmt. 

Ebenso vom 21. bis 26. Juni. 

Wenn die Harnmenge grofb genug war, machten wir zwei 
Bestimmungen. 

Vom 15. bis 20. Juni wurde in jeder der 3 Portionen 
die Harnsiure bestimmt und tberdies im gemischten Harn; an 
jenen Tagen bedeutet die obere Zahl in der vertikalen Reihe 
die Summe der in den einzelnen Portionen gefundenen Mengen, 
die untere die im gemischten Harn gefundene Menge. 

Die Zahlen vom 19. Juni zeigen einen ziemlich betriicht- 
lichen Unterschied (71 mg); iibrigens ist die Ubereinstimmung 
ziemlich befriedigend. Die Zahlen hinter denjenigen der Harn- 
sdure bedeuten die Harnmenge, die zur Bestimmung benutzt wurde. 

Wahrend der letzten Tage der Hungerperiode enthielt der 
Harn, der anfanglich klar war, eine nicht unbetrachtliche Menge 
Ammoniumurat, obschon die Reaktion sauer blieb. Daraus kann 
wohl geschlossen werden, dafi auch hier ebenso wie im von 
Brugsch!) untersuchten Falle Succi's der Stickstoff im_ be- 
deutender Menge als Ammoniak ausgeschieden wird. 


Den Quotienten fanden auch wir niedrig. 


P20; 
Nur am 16. und 17. Juni empfand er durch Erniedrigung 


') Brugsch, Zeitschrift f. exp. Path. u. Ther., Bd. I, S. 419. 
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der Phosphorsiureausscheidung eine pl0tzliche Vermehrung. 
Bemerkenswert ist die sehr starke Vermehrung, als wieder 
Nahrung eingenommen wurde, verursacht nicht nur durch eine 
groBere Stickstoffausscheidung, sondern besonders durch Er- 
niedrigung der P,O,-Ausscheidung, auf eine so geringe Menge 
wie wihrend der ganzen Hungerperiode nicht erreicht war. 

Die Harnsiureausscheidung wurde vom 15. bis 20. Juni 
in jeder der drei einzelnen Portionen Harn untersucht mit Riick- 
sicht auf eine Mitteilung Burian’s!), dafi nach Muskelarbeit 
die Harnsiture schnell ansteigt, um nachher durch eine Er- 
niedrigung kompensiert zu werden. 

In unserem Falle, der aber, da hier einige Tage nach 
einander gar keine Nahrung eingenommen wurde, nicht ohne 
weiteres mit Burian’s Beobachtungen verglichen werden kann, 
fanden wir nach der Muskelarbeit nicht eine schnell voriiber- 
gehende, sondern eine einige Tage andauernde Vermehrung. 

Die Angaben iiber die Indikanausscheidung beim Hunger 
gehen ziemlich weit auseinander.?) Teilweise mag wohl die 
Untersuchungsmethode daran schuld sein. Wir machten die 
Bestimmungen mit dem sehr zuverliissigen Indikanurometer 
Bouma s,%) vom 4. Hungertage an. Die Ausscheidung war 
ziemlich wechselnd. 

Am 16, Juni war sie bis auf 5,94 mg abgefallen, dann stieg 
sie wieder, nachdem eine Stuhlentleerung (die einzige im ganzen 
Versuch) stattgefunden hatte, betriichtlich an und sank dann 
wieder bis auf den Tag, wo die erste Nahrung genommen wurde. 

Kine etwaige Acetonausscheidung haben wir leider ver- 
siumt zu berticksichtigen. Wir bedaueren das umsomehr, weil 
dadurch die Verliblichkeit der Kreatininzahlen verringert wird. 
Dab aber ein hierdurch bedingter Fehler von grofber Bedeutung 
sein wird, ist wohl kaum anzunehmen. 

Das Ansteigen der Kreatininzahlen nach der Muskelarbeit 
und nach der Nahrungsaufnahme wird wohl nicht in erster Linie 
von einer vermehrten Acetonausscheidung verursacht sein. 

') Diese Zeitschrift, Bd. XLIII, S. 532. 

*) Ergebn. d. Physiol. I. Abteil. Biochemie I, 1902, 5. 713. 

°) Diese Zeitschnft, Bd. XXXII, S. 82. 
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Tabell 








9 Uhr Hafergraupen 40 


12 Uhr Weizenbrot 120 ¢ 























Milch 500 : Butter 5O , 
Zucker 30 » Fleisch dO; 
Kiise 60 
1 Hihnerei 55. 
1904[ 9-12 Uhr] 124 Uhr] tft Uy 
April es | — —_— sd | _ ‘Kreatinin cose | — Kreat 
com g com} g com 
8. | 3445! 1029 | 0,500 | — ee 574 | 1029 
| | 
9. | 331 | 1022) o4so | — | — — | 1340 | 1015 
10. | 192 | 1026 | 0,307 370 | 1022 | 0,319 400 | 1028 
11. | 64 | 1030 | 0,182 | 266 | 1025 | 0,359 | 395 | 10308 
12. 92 | 1030 | 0,211 317 | 1027 | 0,372 380 | 10315 
13. | 132 | 1029 | 0,246 306 | 1028 | 0,397 469 | 1030 
14. | 115 | 1028 | 0241 | 298 | 1025! 0395 | 505! 1029) | 
15. | 134 | 1028 | 0,235 288 | 1026 | 0,402 475 | 1030) 0 
16. | 136 | 1030 | 0271 | 244 | 10291 0,403 | 407 | 1030 
17, | 80 | 1034 | 0,228 | 286 | 1030] 0474 | 743 | 1022 
18. 86 | 1030 | 0,211 317 | 1026 | 0,400 550 | 1028 
19. 121 | 1029 | 0,275 286 | 1028 0,370 428 | 1030 | | 
20. | 163 | 1028 | 0,288 24) | 1031 | 0448 388 | 1032) 
21. 79 | 1032 | 0,200 225 | 1031 | 0,421 180, 1030 0 
22. 93° | 1030 | 0.211 242 | 1031 0,429 367 | 1032 0 
23 12% | 1030 | 0,263 284 | 1029 0,408 428 | 1030 | ( 
24 | 112 | 1027, 0210 | 296 | 1030 | 0425 | 529 | 1028 0 


























Y) 
iF 
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abe|ifin Hoogenhuyze. 








o § Uhr Fleisch 150 g 


Kartoffeln 100 » kiweih Fett Kohlehydrate 
Reis 150 » 118 g 146 g 326 g 
Zucker 50 » 39 g Calorien pro kg 

Butter 4D >» 


Kiise 20) » 


























s Uhr 11's—9 Uhr. i In 24 Stunden 
Kr, a. | pote cane | Gesamt-N | Kreatinin Drerese Bemerkungen 
g cm | g | g | g g g 
| | | | 
to2t | 0,782] 13245) 183 | 18,86 ryt 3,078) ogress: ew e~ sO 
| 1025 | 0.5724 1891 in | 721 | an 1,905) 084315 > sim: 
1023 | 0,667] 1227 | Fy 16,73 oo 1,821] 0,770 
) 1030 | 0,804] 1005 | F222 | 17,94) 7°55 1,925) 0,814] Muskelarbeit 
¥) 1030 | 0,762] 1069 rage 1811 O31 | 22036 0,861 
TS 1025 | 0,666] 1185 ant | 18,81 | pt 2115 O,894 
is 1033 | 0,684] 1156 ree 18,29 | 2118) 9131 0,901 
ie 1030 | 0,653] 1119 | 7B 18,37 | eae 2.109 0,892 
ie 1029 | 0.738) 1049 Prag 19,57 | yer 2.325] 0,983} Muskelarbeit 
vf» 1025 | 0,639] 1409 ms 20,44 | Ont | 2110) 0,892 
(ir) 1026 | 0,649] 1223 | re 18,66 2'a97 | 2.268 0,957 
M1030 | 0,789] 1124 | rrr 18,49 | ogg | 2201) 0,931 
0B) 1034 | 0,723] 1031 | 18 58 18.64 mh 2.270 0,960 
si) 1029 | 0,715] 1064 | me 19.74 5 og | 2193) 0,927] Muskelarbeit 
(MR = 1029 | 0618] 914 | rd 1745. 590 | 2013 0.851 
MBs 1025 | 0,648) 1159 | ao 20,22 | 5 aug | 2089) 0,883 
, ' 
Be 1023 | 0,876] 1329 ig 21 81) Sipe | 2401) 1,015 
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es 


1 ASD 


9 Uhr Hafergraupen 40 g 12 Uhr Weizenbrot 186 g 
Milch DOO » Butter 24. 
Zucker 3O » Kiise 100 
Milch 160 » 
1904 9—12 Uhr 12—4'/2 Uhr 4'/e—11'Jy Uhy 
Harn- : - Sis Harn- | | ; . Harn- {| . 
April a! Spez. | Kreatinin poset | >pez.  Kentinin eoceel Spez. | Krea 
| Gew. | "" | Gew. | ~~ | Gew. 7 
ccem | g ccm | g ccm | 
| | | | | 
| | 
& | 250 | 1030 0,428 _ | _— _ 636 | 1030 | 4 
| | 
9. | 242 10265 | 0,496 | — | “ ~ 468 | 1024 0); 
| | | 
10. | 126 | 1030 | 0297 | 270 | 1029| 0,459 | 440 | 1030 | 0 
| | | | 
11. 80 | 1030 0,181 189 | 1031 0,432 275 | 10335 Gs 
12. | 148 | 1030 | 0,325 | 192 | 1032} 0,369 | 516 | 1030 6, 
i3. | 166 | 1028 0,325 146 | 1033 0,391 386 | 1030 | 6 
14. | 168 | 1028 | 0,330 | 123 | 1031 | 0,381 | 335 | 1030 | 
1b. | 115 | 1029 | 0,264 | 121 | 1032 | 0,330 | 448 | 1030 
| | | | | 
| | 
16. | 114 | 1030 | 0,308 | 218 | 1031 | 0,409 | 415 | 1029 | 0) 
| | | | | 
17, | 117 | 1030 | 0,354 | 144 | 1029) 0,372 | 441 | 1025 0 
| | | 
18. | 123 | 1028 | 0285 | 154 | 1032 | 0,363 | 420 | 1027 | 0 
| | | | | 
19. | 186 | 1026 | 0,357 | 126 | 1038 | 0,360 | 496 | 1023 | 
| | | 
| | | | 
— ™ 
20. | 174 | 1032 | 0394 | 138 | 1035 | 0,370 | 292 | 1033 | 0 
| | | | 
21. | 122 | 1033 | 0,300 | 220 | 1034 | 0,447 | 316 | 1029 J 
| 
22. | 124 | 1028 , 0,271 | 179 | 1033) 0,412 | 358 | 1032 
23. | 111 | 1028 | 0,235 | 186 | 1032 | 0,368 | 282 | 1032 | 0 
| | | | 
24. | 173 | 1026 | 0,286 | 146 | 1033 | 0,357 | 305 | 1032 | 0 
| 
| | | | | 
25. | 130 | 1028 | 0,218 | 166 | 1033 | 0,332 | 467 | 1028 | 0 
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Tair. ploegh. 





§ Uhr Fleisch 150 ¢g Eiweils Fett Kohlehydrate 




















Kartoffeln 100 » 115 ¢g Sl ¢g $27 g 
Reis 100 » 86 Calor; k 
." ‘o kg 
Zucker 3O » Ee 
Uhr ({1—9 Uhr In 24 Stunden 
Krea- | Harn- | |. “| . 7 | Krea- Bemerkunge 
rea to . ate menge Gesamt-N | Kreatinin tinin-N ee is 
e (Grew, ' g cem Zg ; g | g | g g 
{ - ( | ) 3Q7 1468 | — ){ | 1.52 | 1 RAR 0 TRG 1. Portion 9—3 Uhr 
);3 ) , “4 7 y ay \ P 2 . Suchthi. s 
iv A! 1019 | 0.6 f tD | 91.12 ~ ~ 1.864 ; ) »/ ) ] 11'/, 
are 19.63 | 1,885 i. =» 8 >» 
() 5] { \) | 9 D4, | ’ ( ) ’ QA 2 9 » oa lo ® 
Uifl it | DS | 0.872 1124 | 19,71 19,67 1.996 1941 0.821 ~. 8 11'/, 
| —- ‘ . | 
» 18.357 -| 1,936 laa = 
(fF " 9 i TG 9 : jas ( ay; ( KY 
L030 | 0,546 | 1022 1837 18,37 1974 1955 0,827 
| | 
en ee so 1,912 
me hCUe 9Q | *QQ fh Bes, ‘ 949) 0.824 skelarbe 
| » 1028 | 0.688 797 17,82 17,80 1 986 1,949) O.8244 Muskelarbeit. 
- - ined 20,06 1,932 - ‘ 
Uo BS «1027 | 0,676} 1144 19.90 | 19,98 1.999 1,966) 0,831 
Se a | rp | 18 jag - 2.08 t } - °F 
Usd 5 2 1: ( | 18.5$ 2 (6 ; 
1021 | 0.613] 1076 | 14,59 18,59 21097 17, O887 
| pm ween =< J -_ ™ 
Uromme” — 1030 | 0,671 918 | 18.25 | 18,25 2 086 2.054) 0,868 
7 19,21 | 1,958 | 4 on - 
U Sot (225 527 G40) | wren noe | ieal OG 
1022 | 0,527 4A) 419.15 19,18 1985 1.97 | 35 
i a ; | " | 18.27 aon | Se ene - ; 
Vie? $1021 | 0.639} 1019 | 18.27 18,27 2 O44 2,058) 0,870 7 Muskelarbeit. 
1 % my) eee ~- | 23,30] on a7, | 2,039 | | . wanted 
VOM = 1025 | 0625} 956 | pe 23,30 2042 | 2,041 0,863] Mehr EiweiS gegessen. 
. ‘i oe oe | See 1,909 | | 
000M? 1015 | 46 279 | | 19,02 | ‘ of (),802 
2 O15 | 0,667 | 1279 | 18.98 | 19,02 | 1.885 | 1,8 ” ), 80 
| @ | sag | SUT one | DOO | 
i) 19 | ty] A | ’ Q 7 ’ 2 OR3) 
+ | 1012 | 0,677 | 1684 19:75 | 19,75 2080 | 2.083) O.881 
= > OQ | | 
O7MBS 1030 | 0,623) 838 | no 16,69 2,158 | 2,158) 0,892 
| | oT | | 
| = 18,31) | 2,054 | | ORE 
005mm 1031 | 0,702] 880 | 1831) 18.31 | 32% 2039, 0,862] Muskelarbeit 
| 18,51 | } 2,UZ9 | | 
eg 19.60 | , 1,979 | 
(} bSD a (PE , 4 > i 72 oO | re Re | y¢ fe } ary) ( 3: 
1026 | 0.611 916 | 1952 | 19.56 1,966) 1,972 )833 
mY | oq | 18,83 | > = 
Voy) = 1029 | > g2¢ oad eo ae: | 0.789 
“OY 1 0 | — ~ | 17 00 | 2.095 | 
aes 28 95 7 i it & |2 — 60.82. 
I | 0,723 ¥37 | 17.00 17,00) 2 108 101) ) 824 
7" 274) -- ~ | af 4° e 
Us 1026 | 0,675} 1051 =. Bad | a | 1,945} 0,821 
| ee Be 
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Tabelle Hi 


























9 Uhr Hafergraupen 40 g 12 Uhr Weizenbrot 12; get) 
Milch 5OO » Butter (3. 
Zucker 20 » Kise At) , 

Zucker 45 


8-12 Uhr 




































1904 12—4'/s Ubr 4"/g—11 Uhr {1- 
Harn- | | _ vod Harn- | | - as Harn- | | 
Juni/Juli pl aes Kreatinin menge | ee Kreatinin eae, ~— Krea} , 
, Gew. | Gew. | Gew. 
ccm g ccm | g com | 
| | | 
| 
| 
22 238 | 1020 | 0,310 | 223 | 1027 0,387 | 604 | 1016 0, 
| | | | 
23. | 130 | 1022 | 0,332 | 204 | 1027) 0,420 | 328 | 1025 0: 
| | 
| | | 
24. 196 | 1018 | 0,383 190 | 1032) 0444 232 | 1028 iif 
| | 
| 
| 
| 
25 87 | 1028 | 0,327 | 217 | 1024! 0,407 | 218 | 1032. 0 
-_ 
| | | | : 
26. 140 | 1026 | 0,340 | 333 | 1021 | 0351 | 978 | 1010) 00 
27 82 | 1028 | 0,333 | 148 | 1028 | 0377 | 458 | 1020) 03 
28, 79 | 1029 | 0.277 | 134 | 1027} 0342 | 545 | 1015) 0 
29. 179 | 1017 | 0,312 | 219 | 1026] 0,401 | 672 | 1015 | 08 
~ | > « - ¢ 
30. 151 | 1014) 0279 | 149 | 1026 | 0,363 543 11016 | 03 
1. 165 | 1016; 0,334 | 188 | 1025 | 0,413 | 287 | 1026) 04 
2. 80 | 1027) 0,325 | 146 | 1030} 0393 | 470 | 1020) 03 
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é|| 
19; (br Fleisch 50 g Eiweif Fett Kohlehydrate 
(i Reis 150 » 71.5 g 125 ¢g 351 g 
Pn Kartoffeln 200 » 
i Zucker 45 > 34,5 Calorien pro kg 
Butter 35 » 
—§ Uhr In 24 Stunden 
a Krea- | Harn- | | =| Bemerkungen 
“P°2- | tinin | menge | Gesamt-N | Kreatinin | tinin-n . 
Gew. | 
Ww. P ne , ‘ P . ‘ 
| | } | 
| | | | | 
Poe eee ee 
1010 | 0,706 | 1666 | 11.50 | 11,58 1.933 1,970, 0,834 
| | 
__ | 10,36! | 2,019 | ; 
| 1014 | 0,696 | 1057 | 45/a¢ 10,36) 5 g49 | 2,031) 0,858 
| } | 
| . | 68 | 1,963 
oie §«1023 | 0,721] 852 | 9 83 9,83) 5 009 | 1,986) 0,840 
| gue i | 
| | 
| | 8,94 | | 2,019 | - 
pom «1016 | 0,664) 778) o'9,) 8,94] 5 pgs | 2,042) 0,863 
} | * | = ee | | 
| | | | | | 
| 10,42 | | 1,967). | 
064 1020 | 0,649] 1631 | 49 3 | 10,36 | 4'g5q | 1,959, 0,828 
| | | | 
7 | 0,701} 1662 10,27 | 15 97 | 1,988 | > 016 0,852 
P ‘ ( ye i 97 | } 9 
hy z | YY qf 6 VG 10,27 | 10,27 | 2 044 | --. ) ’ 2 
| | 
Bs: 4.52 | (1819) - oi 
(): 1014 | 0,669] 1138 g AA 8,48 | 1.799 | 1,809, 0,765 
| aul ; 
| | | 
| 42 | | 2.106 | | 
ose 1010 | 0,730] 1772 pipe 0,42 | oom | 202 0,889 
42 | 2,098 | 
| 4 8,98 | 1,944 
(jm 1011 | 0,738) 1255 | gap| 8,941 4 o44 1,944 0,822 
| 5" | ¥ } | 
| | | 
| 9,28 1,987) | 
(Mm 1016 | 0,690] 978 | gog 9,28! 9 guys | 1,997, 0,844] Muskelarbeit 
| | 
_ 9,66 po | 
| 0,675 i 
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9 Uhr Weizenbrot 100 g 12 Uhr Weizenbrot 200 ¢ 
Butter Butter 30 3 
Milch 250 » Kise 50» 
Zucker 4, 
Milch 150 
1904 | 8—12 Uhr 12—41/, 44s—11 Uhr 
cmintl oooe — Harn- | oe Harn- | | P 
Juni/Juli] menge | °?°* | Kreatinin menge | ~P°* menge | ~P°” | Kreati 
| Gew. | Gew. . Gew. 
ccm | g ccm | ccm 
| 
22, | 224 | 1025) 0,463 | 172 | 1029 320 | 1029 0) 
23. 128 | 1028 | 0,331 | 242 | 1030 272 | 1035 | 0.4 y.. 
24. 7 172 | 1028 | 0,363 | 166 | 1032 204 | 1034 02M. 
25 166 | 1032 | 0,362 | 176 | 1026 228 | 1034 | OM, 
26. 136 | 1030 | 0,306 | 175 | 1027 350 | 1026 051M sop 
27. | 138 | 1030 | 0,292 | 177 | 1030 534 | 1021 | OHM 
28. 176 | 1028 | 0,370 | 142 | 1032 276 | 1028 Oia. 
29, 168 | 1025 | 0,329 | 205 | 1026 594 | 1020 0M yes 
30. 196 | 1025 | 0,434 | 134 | 1081 294 | 1027 | 0.601fMBoxg 
1. 140 | 1029 0,354 146 | 1032 254 | 1030 | 0.00HBE io 
2. | 134 | 1030] 0,358 | 114 | 1036 285 | 1031 ,  0.09Mac 
3. | 228 | 1024 |] 0,328 | 125 | 1029 516 | 1025 | 0.08 Ra35, 
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6 Uhr 


Fleisch 


50 


Eiweih 
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g € Kohlehydrate 
Kartoffeln 200 » 80 g 75 g 358 g 
Reis 100 >» a 
Milch O5() » 34,5 Calorien pro kg 
(1-8 Uhr In 24 Stunden 
— |. | Krea- | Harn- | ) Ts Krrea- ;, 
. epee. | ie hice | Gesamt-N | Kreatinin | vata eens 
Nes ew. a | | . 
, |e P ccm ge | e ge jeg g 
| | | 
| 14,30 | 2.158 
17 | 1028 | 0,714] 103: | 14,26} 5’ 2,174) 0,915 
317 | j | 0,714] 1033 14.22 14,26 2.190 174 19 
ad 13,40 2.140 
5 | 1030 | 0,7 927 ) 3.40) ~ 2.135) 0,905 
x 103 | ),700] 927 1340 13,44 2 130 135) 0,903 
yo oe | Lay | ES 12,42 ¢ ¢ 2,028 ¢ We 
33 | 1032 | 0,711] 845 12.42 12,42 | 1.975 2.002! 0,846 
| | 13,50 | | 2.073 | 
1M | 1030 | 74 ' 3.49| “°° |2.07 77 
4& | 1030 | 0,801] 874 13.48 13,49 2075 | ,074| 0,877 
S | sai ues | SOOO | ae 2,004 | esa] Statt Fleisch nun bi 
2% | 1030 | 0,732} 957 | 459, | 12,98] 4 agg | 1,986) 0840) 5 "sult t Hunnerei, 
_—_ 13,00, 1,963) 4 9 
450 | 1023 | 0,640] 1299 | OR 1,972) 0,834 
{ 0,640} 1 13,00 13,00 1,980 | 72} 0,834 
oe 11,30 1,945 
46 | 1022 | 0.6511 940 ; 11,25) .’ 1,958) 0,828 
as 11,20| 1°} 1971] °°?) 
464 | 1020 | 0.582 1431 | 127? | 19,79 | 1,917] 4 999 0,812 
ae ee ee  — 
| 10,41 2.192 
88 | 1029 | 0,701] 912 |... | 10,41] -.°" | 2.126) 0,899 
ea , 10,44 | “ 2,130 | a 
ee on | 990 2,057 | . = 
172 | 1033 0,701} 712 | 978 9,84 2.041 | 2.049] 0,866 ] Muskelarbeit. 
; | 13,10 | 2.032 | 
3830 1026 | 0.669] 91: = 1 a "| 2.047) 0,865 
> | 0,669 913 13.10 | 23:10 9.093 | 2047} 0,865 
= eee ae 13,20 | 2.013 | | 
335 | 1029 | 0,691] 1204 | 13.15} << | 2.029) 0,858 
| 0,691} 1204 13,10 | 13,15 2.045 9 ) 
| | 
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Tabelle |]] 

















9 Uhr Weizenbrot 150 g 12 Uhr Weizenbrot 100g 6 Uhr Reis Nn) o 
Butter HW)» Butter 30 » Butter Ib Ei 
Kase 30 » Zucker 2) 5 
; . : “Zucker 25 » aan 
9 Uhr wie oben ‘12 Uhr wie oben 6 Uhr Reis ————~—«SM ta 
Kartoffeln BS 
Butter 1: 4 
Zucker 
~ 9 Uhr wie oben 12 Uhr wie oben und 6 Uhr Reis ~ der = 
3 Hiihnereier 165 ¢ Kartoffeln 
Butter F 
Zucker Te 
_— ae . __ 2 Hiihnereier 110 >» 
1904 $—12 Uhr 12—4's Uhr 4%e—11 Uhr 
a Harn- Ds nage Harn- | i egy Harn- | __ : 
Juli | menge | 5pe2. | Kreatinin] menge | Spez. Kreatinin menge | Pez. | Kreatiniy 
cem Gew. | g cem | Gew. g ecm | Uew. , 
7. | 214 | 1033 | 0,811 95 | 1033 | 0400 | 180) 1031 0.413 
8, 130 | 1023 0,247 129 | 1030 0.389 235 | 10305 (64S 
| 
9, 191 | 1024 | 0,360 123 | 10285; 0,394 256 | 1026 | 0530 





10. 201 | 10135! 0361 182 | 1027 0,451 753 | 1010 0).425 








11. | 182 | 1022 | 0,316 | 96! 10295) 0359 | 473 | 10175) 0.2 IRs! 
12. | 130! 1021 | 0,321 | 234 | 1025 | 0,444 | 359 | 1018 | ots 39 
13. | 170 | 1019 | 0,324 | 217 | 1024 0,414 | 575 1011 0,45 P22 
14. 99 | 1022° 0,274 131 | 1025° 0,382 692 | 10115 0.64 ji] 
15. | 123 | 1021 | 0,317 86 | 10265, 0,368 | 228 | 1028°) 0.6 FR 1 
16. | 58 | 1031 | 0286 | 104 | 10325) 0387 | 153 11031 | 0.506 fi 146 
17. 78 | 1030 | 0,302 | 149 | 1029 | 0,416 | 199 | 1027 O4st PRs 








18. | 120 | 10265) 0,307 [ 161 | 1031 | 0,358 | 942 | 10125 O47 BBs 
19. 139 | 10235 0,301 158 | 1025°| 0,371 657 | 1015 0.515 R794 
20. | 236 | 1017 | 0352 | 164 | 1026 | 0.358 | 596 | 1016 | 0.55% F528 
21. | 138 | 10215} o291 | 243 | 1025 | 0,495 | 748 | 1016 | 058) J 0 
22. | 139 | 1023 | 0306 | 156 | 1027 | 0,407 | 754 | 1013 | 00 fi 36 
23. | 208 | 1015°| 0323 | 148 | 10265} 0,364 | 417 | 1025 | 0.02 B16 
0,321 98 | 1030 | 0,351 | 296 | 1029 | 0.57) HB it 











bo 
— 
— 
os 
= 
_— 


1027 
25. | 104 10295} 0,387 | 132 | 1029 | 0,381 | 292  1029° 0.5% FB 132 
26. | 175 | 1026 | 0,298 | 122 | 1027°| 0,344 | 306 | 1028 0.54 HM 390 








27. | 190 | 1020 | 0,261 | 187 | 1025 | 0,384 | 470 | 1025 | 0.52) #236 
28. | 204 | 1027 | 0,449 86 | 10325| 0,381 | 392 | 1027 | 0.0% 


29. | 115 | 1028 | 0,390 | st | 1032°| 0,374 | 362 | 1029 0,57) FR Ho 


























Beobachtungen iiber die Kreatininausscheidung beim Menschen. 








liMean Hoogenhuyze. 





— ise — 32 Calorien pro kg 
sig 98 g 337 g 29,5 Calorien pro kg 
405 g 127 g 338 ¢g 34,5 Calorien pro kg 


wo Uhr 


In 24 Stunden 


453 





Von 7. bis 17. Juli 


Von 18. bis 27. Juli 


28, und 29. Juli 




















pon sper, ‘nn menge Lec Kreatinin |tnins Bemerkungen 
5 | 1026 | 0,811] 785 | 1458 | 14,56 | 2634 | 2.652) 1,121 

3b 1018 | 0,685] 828 | 1033 | 10.23) TQh | 1.955 0,826 

53 10145 | 0,652] 923 | 08 | 9,05) 43 | 1,940 0,820 

36 10168| 0,621] 1372 S42) 8.07) HT | 1,854 0,784 

si 1012 | 0,597| 1135 | 833) 8,34) 7853 | 1,814) 0,767 

39 1012 | 0,640] 1162 84 | 8,38 183 | 1,872] 0,792 

42 1021 | 0,743] 1204 | 822] 830| 1928 | 1,917) 0,811 

371 1009 | 0,569] 1293 $5 | 8,15 | 184) | 1,875 | 0,793 

12 1029°| 0,590] 549) 20 | 7,46) P95] | 1,908 0,806 | Muskelarbeit 
146 1032°| 0,681] 461 | 32) | 8,57) Tyee | 1,861 | 0,787 

128 10305} 0,601| 554} 834) 9,34| 179! 1,793) 0,758 

iss 1020 | 0,514] 1411 | BR) ] 8,89) P48 1,785 | 0,755 

794 1009 | 0,609] 1748 | fe2 8,35 | 176 | 1,806 | 0,763 

28 1011) 0,654] 1524 | SH) 843) Pyig | 1,921 | 0,812 | Muskelarbeit 
0 10108) 0,577] 1929 | B38 | 8.30) 103, 1,893 | 0.800 

i365 10108) 0,561] 1685 P82) 7,61 [us 1,796 | 0,759 

16 1032 | 0,651) 919 708 | 7,08 | 163 1.974! 0,816] Muskelarbeit 
112 1031 | 0,447] 606 4 6,66 | 185, 1,693 | 0,716 

32 1032 | 0,623] 660, 744) 7,44) 1837) 1935 0,818 

0 | 1016 | 0,653] 993) B13 | 813) Pye | 1851 | 0,782 

236 | 10308 | 0,621| 1083 | 843 | 842] 1% | 1,202) 0,762 

341015 | 0,706] 1416 | 983 | 10,66) So37 | 2,048 | 0,865 

| 1026 | 0,664) 998 | Hat | 11,38 | 15%) | 1,984) 0,839 


29+ 
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9 Uhr Weizenbrot 150 g 
Butter 40 » 


9 Uhr wie oben 


9 Uhr wie. oben a 


12 Uhr Weizenbrot 100g 
Butter 
Kase 
Zucker 


12 Uhr wie oben 


12 Uhr wie oben und 


‘ 
20 » 


DO » 


6 Uhr Reis 





6 Uhr Reis” 





3 Hithnereier 165 g 


6 Uhr Reis 


Kartoffeln 


Kartoffeln 





Tabelle | 


Kio 


~ 


lip 


2 Hiihnereier || 


















































1904 | 812 Uhr 12—4') Uhr | 4e— 11 Ube 
Juli sere Spez. | Mirentinies lh Spez. 'Kreatinin ct Spez. | Kreatin 
com | G°™ | ccm | Gew- | , sem | GW 
7. | 126 | 1027 | 0,371 | 137 | 1033} 0,407 | 278 | 10305 0,5 
8. | 144 | 1026°| 0,335 | 137 | 1034 | 0,438 | 270 | 1032 op 
9, 194 | 1026 | 0,383 | 144 | 10328 0,417 | 278 | 1030) Osx 
10. | 138 | 1026! 0,394 | 180 | 1026} 0,428 | 652 | 1011 |} 0.0 
11. | 264 | 1016! 0383 | 121 | 1027) 0,353 | 228 | 10265) 0.338 
12. | 476 | 1012) 0,361 | 222 | 1026 | 0,397 | 248 | 1028 | 05K 
13. | 124 | 1025 | 0.368 | 142 | 1029 0,373 | 389 1019 | 5p 
14. | 160 | 10235) 0397 | 88 | 1028} 0,273 | 345 | 1024 | 0654 
15. | 194 | 10205 0399 | 194 | 1026 | 0,429 | 357 | 1018 | 0,60 
16. | 120 | 1027 | 0,408 | 151 | 1031 | 0,406 | 222 | 10335) 00 
17. | 117 | 1029) 0,405 | 131 | 1031 | 0,410 | 199 | 1028 | 054 
18. | 117 | 1027| 0,335 | 143 | 10315 0,386 | 256 | 1027 | 0.567 
19. | 102 | 1028 | 0,264 | 164 | 1030% 0,416 | 285 | 1028 oar 
20. | 182 | 1024] 0,341 | 238 | 1028 | 0399 | 225 | 10298 oa 
21. | 198 | 1025 | 0,389 | 194 | 1027 | 0,385 | 298 | 1016 | 04s 
22. | 162 | 1027} 0,378 | 190 | 1028 | 0,435 | 172 | 1028 | 04M 
23. 142 | 1028 0,441 130 | 1030 | 0,282 222 : 1031 | 0,517 
24. 112 | 1028 | 0,352 138 | 1031°, 0,391 172 | 1032 | 0.04 
25. | 196 | 1026 | 0,413 | 161 | 1029 0,348 | 242 | 1032 | 0.58 
26. | 107 | 1029 | 034 | 108 | 1032 | 0,364 | 206 | 10315 0,5 
27. | 198 | 1025% 0,340 | 230 | 1029) 0,404 | 172 | 1033) 0sL 
28. 174 | 1028 | 0,378 { 188 | 1031 0,382 | 320 | 10298 0,82 

| 10285 0,316 | 211 | 1030 | 0,394 | 328 | 1030 | 05" 
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Beobachtungen iiber die 


Kreatininausscheidung beim Menschen. 





































































erploegh. 
ry an ee 33 Calorien pro kg Von 7. bis 17. Juli 
si g 64 g 337 g 30 Calorien pro kg Von 18. bis 27. Juli 
8.5 g 93 g 338 g 39 Calorien pro kg 28. und 29. Juli 
11—8 Uhr In 24 Stunden 
Harn — | Krea- Harn | . | = aed Krea- Bemerkun ren 
meng ri | tinin menge | Gesamt-N | Kreatinin | tinin-N ' 
le Csi Se com g ge | g | g | _g 
30 | 10295; 0,788] 891 | 1372 | 13,72] $192 | 29.156) 0,911 
: 99% | oy > | a , 
330 | 1027 | 0,706] 881 | ioe, | 12,35] Sig | 2,105] 0,890 
| DIG 6 
7) | 10278) 0,662] 786 | 195) 10,23) Spf) | 2,045) 0,865 
| oa ny 
932 | 1021 | 0,704] 1202 | ips, | 10,43) joie | 1,924 0,813 
55 | 1028°| 0,623] 764 | $95 | 8,69! 18 | 1,892, 0,800 
IO rp 9° } ’ | rms 
ia) | 1081 0,685] 1076 cat | 9,91| Soke | 2,018] 0,853 
— i | | 1.996 | - 
it 1026 | 0,674] 819 | 12%) | 10,00) 1328 | 1,918 0,811 
- 9 | 1.98% ail 
4 | 1022 | 0,661] 817 | 915 | 9,12] 1958 | 1,972) 0,834 
| | goa | 9199 
8 | 1016 | 0,699} 1143 | B35 | 828) 3155 | 2,142 0,906] Musketarbeit 
20 1034 | 0,632] 613) 8% | 860) 38 | 2012. 0,851 
| [ee . a 
76 | 10255 0,713] 623 | gar | 9,35| 20% | 2.079 0,879 
iE a — | ¥ 59 | | 
162 | 10315) 0,671] 678 | oe | 8,78} Tes | 1,948) 0,824 
| ,. citer! ve | 
190 | 1032 | 0,732] 741 | 88 | 882] 1) | 1,916) 0,811 
4-7 oc | Or _ | § 67 | Sa if 7 ae ‘ 
Lo4 | 1032 | 0.687 799 | 367 8,67 | iat (1,947, 0,825 | Muskelarbeit 
156 1031 | 0,608] 846 | Sep | 8,56) 3545 | 2,063) 0,872 
4 | 4qa1 | aea7] een | 746 | 742! 1,94 | 4 gaq) 
l44 | 1031 | 0,637] 668 | 7°40 7,43 y'935, | 1,929) 0,816 
, a | oe ; | 
164 | 10325) 0,688] 658 | 5 | gos) 125 | 1.938 0,819] mMuskelarbeit 
) ys > ~ 7,30 my eye 1,908 ‘ € 
130 | 10325) 0,681] 729 | 274 | gig) 2023 | 9036) 0,861 
eee eee : 780 | wel 1,921 ao) 
210 LOO >| 0,661 631 774 | ret wt 1,943 1.932 0.817 
(| 1034 | 0,611] 745 | 8 | 74) 188! | 1.877) 0,793 
252 | 1031 | 0,601; 929 | 18 | 10,67) 1288 | 1,955) 0,826 
0 nt auaeis » |: lesen! 8 . ; 
06 | 1032 | 0,654] 902 | 4175 | 11,21) yog¢ | 1,959) 0,828 
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Tabelle jygvan | 
































9 Uhr Weizenbrot 150 g 2 Uhr Weizenbrot 100 ¢ 6 Ul 
Butter 5O » Butter 35 > 
Kiise 0) 
Zucker 25 >» 
9 Uhr Weizenbrot 50 ¢g 12 Uhr Weizenbrot 150 ¢ 6 Uh 
Butter 5 > Butter 20 >» 
Kise 25 >» 
1904 8—12 Uhr 12—4"/e Uhr 4'/e—11 Uhr | | 
Harn- | ., B — Harn- ? | 7 a Harn- y I Harn 
Sept. Okt. menge —. Kreatinin anes oe. | Kreatinin re | apex Kreatini ef 
' "| Gew. ©" | Gew. | | Gew he 
ecm g ecm | | g ccm} g 
| | 
27. 91 | 1030 0,227 | 254 | 10278 0401 | 752 1015) 0.4; fl 404 
| | | - | 
28, 226 | 1018 | 0,331 164 , 1028 | 0,370 543, 1020 0.561 503 
| | | | | 
| | | | 
29, 364 | 1013 | 0404 | 174 | 1026 | 0,387 | 674 | 1017) 055 I 719 
| | | | 
| | | } 
30. 135 | 1023° 0,345 186 | 1027 | 0,420 464 | 1023° O57 bo) 
‘en —_ ~ 
} | | 
1. | 18f | 10245 0,370 | 124 | 1028} 0,310 | 600 | 1018% 0,632 HH 488 
| | | | 
2. 191 | 1022 | 0,326 | 210 | 1027 | 0,398 | 258 | 1028 | 0,47) fH} 205 
3. 103 | 1027 0,266 | 129 | 10308 0,394 | 244 | 10305 0,618 Hj 176 
| | | | 
tial 6 Ramee Pa 6 
4, 264 | 1023 | 0,313 195 | 1025 | 0,387 397 | 1023 | 0,004 By + 
| | | | | ie =& 
14. 205 | 1027 0,513 246 | 1028 | 0,377 268 | 1028°) ,bt2 BR ov 4 
| | | 
| | . ; | _ * 
15. 303 1020) 0,291 150 | 1026 | 0,325 233 | 1031 | 0,54 | av 
| : | | | | 
16. 148 | 1026 | 0,286 180 | 1029 | 0,430 180 | 1030 () 464 284 
| | | | | 
| | | | | | | | 
17. 124 | 1025 | 0,330 81 | 1028°, 0,301 | 159 | 10335) 0,625 gM 160 
| | | 
18. 132 | 1028 | 0,387 96 | 1030 | 0,833 | 140 | 1032 | 0,508 By 246 
| 
| 
| 

















iWavan Hoogenhuyze. 


Beobachtungen tiber die Kreatininausscheidung beim Menschen. 





fj Uhr Reis 

















100 gs Eiweif’ Fett Kohlehydrate 
Kartoffeln 350 » 47 ¢ We 337 g Vom 27. September 
sutter 15 » —_ bis 4. Oktober 
ae 5() » 29,5 Calorien pro kg 
6 Uhr Ke e ) fiweif} Fett Kohlehydrate , 
Uhr Rartons In 100 g wees Fett Kohl hydrate Vom 14.—18. 
Weizenbrot 100 >» 366g 42¢ 186 g 
Butter 10 >» 15 Calorien pro kg Oktober 
| 11—8 Uhr In 24 Stunden 
Piiarn-| | Krea- | Harn-| a. Bemerkungen 
ats | tinin | menge Gesamt-N Kreatinin | yin n 6 
m aii | g com g g g . . 
9.56 1,740 | 
| Wg O14  O617] 15 : 96 : 11.755 0.742 
w4 1014 | 17] 1501 | 966 1 1.770 759, 0,74 
| 8.54 1,855 | 
| 703 | 1013 |; 0,594] 1436, 2’. 8,54 1,852, 0,783 
' ad | er | 8,54) ° 1,849 |” ' : 
_| PR | re 4 ~ 2,002 
719 1010°) 0,656} 1931 7 Bh 7 B+ 1.999 | 2,001 O,846 | Muskelarbeit. 
£,O+ yd | 
| 7 ft | QOr | 
7 | ve ,Or Y 3 | a 1.995 j one BYE 
R50 | 1011 | 0,659] 1435 | 7,43 & +3 1.959 | 1.977 0.836 
| ae | 7,51] ..,| 1,851 | 2 
» HB sss | 1012 | 0,540] 1393 | ot 7,51)’ ayq | 1,840, 0,760 
| } 4,0 | Oe | 
| 
a yr , | 8,16 1,841/... mo, | Ubermabige Muskel- 
205 | 1022 | 0,644] 864 | 8 04 | 8,10 1.876 | 1,859 0,786 —a uske 
, 69 | | 1,838 | 
3 HB 76 «| 1025 | 0,560] 652 wee 7,69) Jeep | 1,849, 0,781 
| 4,0: Ob 
| ‘ ’ ~_- 
| | 8,36 1,875 
' j ! 4, D4 *-) 39 | ) 39 , 7 ’ 
{ | H4 1024 | 0,620] 1320 | 8.28 | 8,52 1.892 1,884 0,796 
Fert | 1020 | 0,603} 993 | 228) 4 49) 2:35! » O90! 0.954 
Z Gi G c IA .F a,UE ,Oe 
. | ais 12,48 | 2,006 
i | 
| | 10,09 | 6 | 
| 259 | 1020 | 0.530] 945 | 10.12 __ ’ 4.702) 0.720 
| 10,15 | 1,714 
| 67 | 779 | - ad 
i 28- | 1018 | 0.591 792 | 10,67 | 10.47 1,772 1.775 0,750 Ubermabige Muskel- 
| . | 10,67 | 1,777 arbeit. 
fs - -o, | 9,33 | a - 
160 | 1098 | 0,584] 524 | 3! gq) 1589) 4 gay) o774 
9,27 | 1,824 
ir : 87 ’ ~OM 
HB 26 | 1019 | 0643] 614 | 383) 993) 1571) 4 961) 0,787 
8,83 | | 1851 
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Tabelle [yi 


























































































rploe 
9 Uhr Weizenbrot 150 g 12 Uhr Weizenbrot 100 ¢ r Kal 
Butter 40 » Butter 20 >» Rei 
Kise 50 » 
Zucker 50 >» 
9 Uhr Weizenbrot 50 g 12 Uhr Weizenbrot 100 ¢ r Ka 
Butter 5 >» Butter 15.» We 
Kise 25 > sul 
1904 8—12 Uhr 12—4/2 Uhr — 4a—11 Uhr ‘t- 
Harn- | oe 7 Harn- | maw S — Harn | Sno is 
Sept./Okt. | menge | = Kreatinin menge | — | Kreatinin menge | _ Kreatinin ” 
iim Gew. | . po iew, | . ‘dine | Gew G 
| | | | 
27. 200 | 1026 | 0.287 | 333 | 1026 | 0,486 | 360 | 1023 0552 Fy 16 
| | | 
28. 293 1026 | 0325 | 268 | 1028 | 0376 | 3601024 047 Mw 1 
| | 
| | | | 
29, 241 | 10275} 0,361 | 204 | 10305} 0,423 | 270 1021 | 0567 Hw i 
| | | | 
30. | 220 | 1026 | 0,337 | 161 | 10305} 0,379 | 282 | 1031 0625 Ht 1 
til | | 
1. 214 |1025 | 0343 | 223 | 1026 | 0418 | 356 | 1028 | 0,538 Fn | 1 
| | | 
| | | | | 
2. 158 | 1028°, 0,320 204 | 1029 0,420 387 | 1025° 0.56) BBL li 
3. 134 1029 | 0,287 138 | 1034 | 0,441 202 1081 | 0.569 Fie2 1 
| | 
4, 167 | 1028°| 0,373 165 |}1029 | 0,394 | 230 1029 | 057) Fe 1 
| | | | | } 
| | | 
| | | | - 
14. 205 | 1025°) 0,351 189 | 1024 | 0,366 195 | 1025°| 0478 35 1 
a 
15, 133 | 1029 | 0,334 98 | 1033 | 0,353 | 160 | 1033 | 0.513 Bis 1 
| | 
16. 130 | 1031 | 0,340 166 | 1036 | 0,379 | 230 | 1031 | 0.519 Bio 1 
17. 90 | 1029 | 0,331 95 | 1031 | 0,347 | 218 | 1032 | 0,587 Fie 1 
| 
18. 121 1030 | 0,386 | 100 | 1032°| 0,352 | 173 | 1033 
| | | 









Ver 


Beobachtungen tiber die Kreatininausscheidung beim Menschen. 459 


jloegh. 











y Kartoffeln 350 g 


1» Kartoffeln 100 


_ 


Eiweif Fett Kohlehydrate 
47 g 64 g 337 g Von 
30 Calorien pro kg 


Reis 100 >» 


Eiweif Fett Kohlehydrate 


27. Sept. bis 4. Okt. 


























Weizenbrot 100 : 29,7 ¢g 34,7 ¢ 158 g Von 14. bis 18. Okt. 
Butter 10 » 15 Calorien pro kg 
11-& Uhr | In 24 Stunden 
Spez. pews cent Gesamt-N | Kreatinin reer? Bemerkungen 
— g cm | g |g ae Se 
| 1028 | 0,636} 1139 ope 11,16 fee 1,990 | 0,841 
1029 0,659 1067 A 949 | ot 1,860, 0,786 
2 1032 0,600 907 | i 8,86 [97 1.979 | 0,837 | Muskelarbeit 
| Fas Si daca 
“L 1030 | 0,614 834 | mee 9,46 “nie L957 | 0,827 
52 | 1028 hme 1015, sot 9,25 ot 1,958 | 0,828 
0 1033 | 0,640 880 | pi 8,93 aes 1945 0,822 ow —_— 
62 | 1031 | 0,613] 636 | a7 8,39 Ken ' 1,860 | 0.786 
12 saad 0,707] 874 prem, 11,26 st 2.047 | 0.865 
5 1027 | 0,702 | 824 boos 1211 Yope, 1908 | 0.807 
9 1032 | 0,729] 580 been 10,21 neon 1,94 0,818 
at | | | 
id 10308) 0,660] 686 | nay 12,81 a ase) one ee 
2 1032 | 0,683} 595 > 11,30 | 98 1.938 | 0,820 
“2 1029 | 0,607 596 se 11,37 a 1,868 | 0,790 

































C. J. C. Van Hoogenhuyze und H. 









Verploegh, 











9 Uhr Weizenbrot 150 g 


12 Uhr Weizenbrot 100 ; 








Tab e}] 



































ur Re 

Butter 5O » Butter 35 > Ka 
Kase 50. Bu 

Zucker 25 Zu 

12., 13., 14 MB. Case 

20., 21., 99 , Gela 

1905 | = 8%—1'Js Uhr | —6 Uhr 611 Uhr A 
Harn- | . li aon Harn- | . |. sa “Han » 

April perce Spez. Kreatinin = meee | Kreatinin vn Spez. Kreg! S 
; | Gew. | Gew. | | Gew. ( 
ccm | g ecm g ccm | 

| | | | | 
Y, 170 | 1029 | 0,349 135 | 1084 0,362 257 | 1034 04 te 
| | | | 
| 
10. | 135 | 1030) 0,372 | 168 | 1032) 0,401 | 210 | 1033) Oey 1 
| | } ! j 
| | | | | 
11. 160 | 1030 | 0,421 | 230 | 10305 0,457 | 212 | 10315 deo 1 
| | | : 
| | 

12, | 186 | 1028! 0367 | 211 | 10245 0,404 | 378 | 1029 oad 4 

| | | | | 

13. | 317 | 1019 | 0,363 | 185 | 1029 0,396 | 360 | 1026 ons, 

| | | | 
| | | 

14. | 300 | 1007| 0,319 | 176 | 1027) 0371 | 402 | 1027 og, 

15. | 235 | 1024} 0,338 | 169 | 1031 | 0,433 | 234 | 1029) oss 

| | 

16. | 135 | 1029] 0,314 | 233 | 1031 | 0,478 | 173 | 103395 0.245, 

| | | | | 

17. 126 | 10305 0,347 | 266 | 1030 0,535 | 187 | 1029 0.368 

| | | 
| | 

18. | 167 | 1027 | 0,34& | 242 | 10305 0,529 | 250 | 1029° 0.0 

| 
| | | | , 

19. 152 | 10305 0,393 | 182 | 1031 | 0,395 | 310 | 1028 OATH)? 

| | | | 
20. | 138 | 1026° 0,299 | 246 | 10305 0,478 | 370 | 1029. (.2MMe19 
21 112 | 1031%) 0,350 | 178 | 10335, 0,384 | 476 | 1026 0i2MMWs 
| 
| | | | 

22 116 | 10308 0,293 | 170 | 10325 0,403 | 665 | 10185 0)4us 
) i : : | 

23 132 | 1026 | 0,336 | 161 | 1033 | 0,423 | 163 | 10825  3NgMins 

| | | 

24, | 183 | 10285 0,346 | 162 | 1033 | 0,366 | 231 | 1033°) 044M5« 

| 
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lq Hoogenhuyze. 





ry Reis 100 g Eiweif’ Fett Kohlehydrate 29,5 Calorien pro kg 


‘artoffeln 350 » 
meer 47 g Weg 337 g 


























Butter 15 » 
Zucker 5O >» 
; Casein 97 » 98 » 287 >» \ Diese Tage nur 55 g 
, Gelatine 97 » 98 » 287 >» f Kartoffeln 
{18's Uhr In 24 Stunden 
» Krea- Harn- | . t i A | Krea- Bemerkungen 
St , tinin. I mones Gesamt-N | Kreatinin | tinin-N 
ir g com i .- | @}; % 
| et po. | 10.69] 4, a= | 1.7611. - 
31 | 0.552 21 | ‘ 6: Nias, 22) (0,72 
t ! {031 0,55 ri 1 | 10.61 10.65 1,783 | 1.7 O74 8 
. in | OR) | Se. ae 
1031 | 0,472 663 | gf 9,21 1724 | 1,721) 0,728 
7 ip | 
| - ~, | 10.54 | ~,| 1,929 | ' 
é AC Ors | ’ F ) ( 
4 s | 12.70 | | 1,971 | Lh aide 
2 a Ay 4C ’ 2 « ’ 9 ( 9491 50 g Case 
1025 | 0,657 | 1049 | 13,10 | 12,90 | 2.047 | 72009) 0,949 | 50 ¢ Casein 
| ' \ | 
Lad | cps > 12.72 ¢ Loh | 1 OK )4. | fa . r 
1017 | 0,623] 1196 12.72. 12.72 1.885 1,895) 0,801 | 5° » 
| | 11,80 1,849 | 
) Agel) ) > ; af | . te i ‘ > heel Al 50 
a | 9 50 - 1.903 | | 
142 245 4) ’ 950) >? | 1,921) ¢ 
Va 1034 | 0.660} 801 9°50) 9,50 | G40 1,9 1 0,812 
| 
',) 477 oa) want Cy & ed 919 1.881 _ } Shani A 
HM: §©§=©6 1036 | 0,663 695 919° 9,19 | 1876 1,879) 1,776 
2 | | 934) | 1.838 | 
” en 215| (1) 595 mO2 | YF) gg om ad 1 R227| 499° 
itt 1031 | 0.595 723 Q IL | 9 29 1.836 | 1,837) 1,7 f f 
— a 9 64 | 1.850 | -_ 
1A Dd HAD Qt ai | Qeo ’ 49 ( 
- : . | 9,99 | : oo oo 
t/ ))2 1021 | 0.590 9O6 9.99 | 9,99 | 1.882 1,866 1,789 
M19 «4028 0.590] 973 | 12:22! 19.77) 1289) 1798) 0,754] 50 ¢ Gelatine 
a | 12,77 | | 1,777 . 
-_ = 1,826 igen | 
vis 4 | r 4A 4 i ’ I4 ? t q < 50 
LO14 | 0.549 | 1174 15 14 15,24 | 1'801 | 1.813, 0.767 
fig = ‘ ~ 15.09 | = 1.813 | a rye e 
ao of OL; i 39) ~~ | 15.09 scum 1 Le 3] 90 
+ 1013 | 0,576 | 1395 15,09 15.0 1'796 | 1,805) 0,763 
x - ; - ; 10,30 ty (=o 
(KR (318 55° 2. : | D4 7 U0 0.72 
10315 0559] 624 10.18 10.24 1795, 1.715 725 


958! oo! 1,701 


2 1018 | 0,546] 832 5g 9098) 4’ 
1018 | 0,046 832 9 58 ’ 1.710 
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C. J.C. Van Hoogenhuyze 





und H. Verploegh, 


Ta belle 







































9 Uhr Weizenbrot 150 g 


12 Uhr Weizenbrot 100 g 













































































Butter 4A) » Butter 20» ; 
Kase dU RK 
Zucker 50 » 
12., 13., 14 \ fin 
20., 21., 29 - 
NE en a Re a fee acts » Gel 
1905 8%—11/¢ Uhr 1/—6 Uhr 6—11 Uhr : 
Harn- | | ae ea eee ahh | 
April nonce | Spez.  Kreatinin scoot | Spez. a nt | Spez. Kreatiy 
Gew. ' | Gew. Gew. 
ccm g g ccm | 
9, | 126 1032 | 0,392 | 1033 | 0,406 | 142 | 1032 3 | 
10. | 164 10305) 0,401 10315) 0,414 | 128 | 1028 oa ) 
| | 12; 
| 
11. | 218 1030 | 0,437 10325, 0,409 | 198 | 1028 0. 
| {) | 
12, | 150 | 1030°| 0,390 1032 | 0,437 | 192 | 1032 dur 
13. | 240 | 1028 | 0,392 1027 | 0,396 | 163) 1029 04. 
14. | 163 | 1030 | 0.392 1033 | 0,362 | 162 | 1030 0. 
| | E 
15. | 152 | 1030 | 0,388 1033 | 0,424 | 180 | 1029 033% 
| | Lid 
| | 
16. | 189 | 10295| 0,384 10295; 0,422 | 115 | 1036 0.3) 
17. 128 | 1035 0.411 1032 | 0,459 183 | 1033 0307 0 
18. | 160 1030 0.411 1033° | 0,411 144 | 1033 032.. 
19. | 190 1029 | 0,447 | 1033 | 0,430 | 272 | 1030 030M... 
20 184 | 1030 0.359 | 10325; 0,451 240 | 1031 i oe 
21. | 142 | 1033 | 0,399 1031°| 0,372 | 320| 1028 08, 
22. | 130 1031 | 0,366 1034 | 0,426 | 352) 1023 (OAM. 
23 131 | 1031 | 0,370 1031 0,391 201 | 1025°| 0.39, 
24 136) 1030 0,275 1032 0,493 





143 | 1033 | 038 
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Jloegh. 
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“> Kartoffeln 350 g  Eiweif ‘Fett 


Kohlehydrate 


30 Calorien pro kg 























Reis 100 » 7 , i 
47 g 64 g 337 g 
, Casein 97 » 64 » 287 » \ Diese Tage nur 55 g 
, Gelatine 97 » 64 >» 287 » J Kartoffeln 
{1—8'/e Uhr In 24 Stunden 
ie Krea- | Harn- | ‘ — | Krea- Bemerkungen 
_ | tinin | menge | Gesamt-N | Kreatinin | tinin-N © 
mat = cm | g | g | @¢ g | g 
er na | 9,26 0 . 
} 32 64 o> | | Y 2 poe . e . 
y 1032 | 0,641] 603 | g26| 9 6 1783 1,768 0,748 
Pane ene le £764) snes) aoe 
i {031 0.669 618 | 9 11 | 911 1.781 | 723 0.728 
| es tr 7 oe ” 
# 10308] 0,680] 762 | Yt) 9.44 Peo4| 1,879) 0,794 
Q 79 QAR 
$s 1032) 0,701] 707 | 92! 9,70|77290| 1,918 0.811] 50 ¢ Casein 
) ¢ > it A oh @) 11.30 | > Yond 1.940 ”) 4" . 
3 1026 | 0,746] 875 11.20 11,25 1927 1,934 0,817 | 50 » 
g9 24 
4 10308) 0,677] 650 | 332) 924 1837) 1.834 0,776] 50> - 
ie P " 8,98 11,935 , 
‘ 5} € yf 5 C 4 ’ | O4 ‘ ») 
| os 2. 2.0 
10 1034 | 0,765] 716 | 25°) 9,82 /2000) 1,990 | 0,844 
i se ne 
ae . 8,52 1,851 | " 
O30 | ADE nD: arr 4 slices R4- 0O.7R( 
| 130 | 0,625 653 8.44 8,48 | 193° 1.844 Well) 
| 
Dt , 7.24 11,832 . ™ 
5) 29° | »D x (ok "7 9. OVS 29° Lgl 4 
& 1 133 0,628 5YS 7,24 | 7,24 | 1,838 1,835 0). ri 16 
. en oe 9,0 90 a ' 
59 1035*| 0,635] 784 | 20T) 901 1") 1,907 0,806 
957 ay 
135 1035 0,617[ 769 37) 9,53 P84 1,868 0,790 50 ¢ Gelatine 
\ | eae Ole j 
. o- 2.2% 8D4 os os ’ 
2) 10382 | 0,652) 874 | 4553 | 12,23 |4'hq3 1874| 0,792] 50+» 
) | | 15,60 | 4- =, |1,869 ais 
es ()2 46 9 9 M ’ ? A Q! y ’ > 
1021 | 0,649] 1010 | 13%.) 15,54 /4°gg, 1,881 | 0,795] 50 
QG 96 ‘ry | 
B12 1030 | 0,722| 719 | 322! 9,29 |1:29| 1,862) 0,787 
a ae ae ne 
163 | 1033 | 0,637) 661 | &22) 9.24 /17°3) 1.750) 0,740 
8.17 1,747 
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C. J. C. Van Hoogenhuyze und H. Verploegh, 





Tabelle 





























1905 


August 





9 Uhr Weizenbrot 150 g 


Butter 


) 


5O » 


12 Uhr Weizenbrot 100 o 


Butter 35 > 
Kise a . 
Zucker 25 


5. April um 5 Uhr 0,5 g Kreatinin eingenommon| 








19. 


20. 


26. 




















» Hor 





sr Rel 


Kar 
But 
Zuc 


Stund 


11 


























| 


» von 10'/e Uhr morgens bis 8'/2 Uhr abel 
8—12 Uhr 12—5 Uhr ih 
Harn- oa a ses Harn- | ‘ Me Harn..| 
menge | ~?°?- | Kreatinin menge Spez. | Kreatinin menge | >P¢ | Kreatir 
ecm | g ecm ccm sipada 
152 0.380 1 160 206 | 10305 (574 
122 | 0,341 | 146 370 | 1019 0531 
| | | : 
206 | 0,378 219 363 | 1019 (489 
150 0,359 | 188 182 | 1031 0514 
2 2 0~ ve | 
144 0.351 163 194 } 1029 0.539 
| | | 
110 | | 0,352 | 164 237 | 1024 | 0817 
aes | 
| | 
103 | 0,373 | 134 170 | 1031° 0.530 
| | 
| , 
118 | 0,346 170 148 | 1030 | 04%: 
| | | | 
112 | 0,368 | 466 | 1011 | 299 | 1017 | 0,663 
| | | 
| | 
164 | 0,337 | 183 | 222 | 10255 0,427 
| | 
| 
| | 
| | | 
108 | 0,323 | 120 | 202 | 10278 0547 
| 
| 





1( 
RB | 4 

{\ 
2 | 1 
8 | 4 
4 
Ts 
2 | 1 








Ta 








Beobachtungen iiber die Kreatininausscheidung beim Menschen. 


, Hoogenhuyze. 


YW Reis 100 
Kartoffeln 350 
Butter 15 
Zucker 50 


Stunde 50 mg Kreatinin eingenommen. 








11—8 Uhr 


Krea- 


>» 


» 


4 


Harn. | 


(ir 
5 


98 g 


In 24 Stunden 


337 g 


g  Eiweifs Fett Kohlehydrate 


29,5 Calorien pro kg 


Krea- 























Sno ies i Bemerkungen 
oe ved er tinin menge | Gesamt-N Kreatinin Basie m 
Gew. | g ccm g ¢ g ” | g 
| | | | | 
ad aad | ST ce eee 
7 1030° ! 0.670 664 | 9 48 948 | 2 016 | 2 01 ( 0.853 
| canal eae + ee 2.010) a 
3 § | 1025 ; 0,6 S46 | 850 8.50 | 2.030 |” wa O.8D4 
| | 
| | 
ee oe ee | 2.030 | ‘ al 
. 22 | : 4 | . oo | » | 2,028 3D 
1022 | 0,70 04-4 | 8,54 | Dd | 2.016. ) | 0,855 
| | | | 
b 7 | : . Q9 | 8.11 | ye 20 ) >» ba 
| } } | 
sl anes lneoe! eso | 7241 e | R080) | 
aes «6 1031 | O698T 649 | 720 | 7,22 | 2.022 — 0.857 
m.) 4 ee) ee i 
7H |) «1023 | 0,796} 686 | 874 | 8,79 > 434 2 _ 1,023 | 500 mg Kreatinin 
j | | 
‘ | 
| | 834 | 2.043 | | 
31) ) | 1021 | 0,687 617 | 838 _ | 2.030! 0,858 
_™ 8,42 | 2,017)" | 
| | | 
| | | 
i. 48 | «= ' 1,990 | ” 
ue 10208 0.699] 648 | 2°! | 7.78 | OP"? | 1 998) 0,845 
7,16 | | 2,007 | 
| | | | 
| , Le 
4 Pint ane | S401... | SO. so i 
eo 1011 | 0,800 | 1277 | 8 99 | 8,31 | 2417, aed 1,025 | 500 mg Kreatinin 
} | | 
. | | 7,99 | 1,930 
Tae «61014 | 0,761] 975 |’ 8,04 |.’ 1,940) 0.820 
ioe | 8,09 1,950 | 
| | | | | 
j oo Sows | 2068). | 
‘1028 | 0,655] 590 | 2°" | 7,62 | 1% 0 | 1,951) 0,825 





2 
| 1,939 | 
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C. J. C. Van Hoogenhuyze und H. Verploegh, 




















9 Uhr Weizenbrot 150 g 


Tabelle metplo 


12 Uhr Weizenbrot 100) g 


























Butter M) > Butter 20 >» 
Kase 50 : 
Zucker 5O >» 
23. April wurde um 5 Uhr 0,5 g Kreatinin eingenoy, 
26. April wurde um 10'/: Uhr morgens bis 8'/2 Uhr abe 
1905 8—12 Uhr 12—5 Uhr 5—11 Uhy 
Memm- |} goo. |... a Harn- | Snes. | 7 _ Harn- | spe, |. 
August | menge| ) | Kreatinin] menge | ~*~” |Kreatinin] penge | P°” | Kreat 
} Gew. | | Gew. | Gew, 
ecm g ccm | | g ecm 
18. 212 | 1025 | 0,389 | 348 | 1020} 0,438 | 215 | 1023) 04 
| | | 
| ee | | | 
19. 251 | 1025 | 0,360 200 | 1028 0,421 237 | 1027) 03 
| | 
, | | : 
20. 254 | 1021 | 0,356 | 602 | 10135 0,442 | 312 | 1021°% 0.5 
| | 
| | 
21. 208 | 1024 | 0,378 | 196 | 1028 | 0,464 | 220 | 1028) 0,2 
| | 
| | | | 
22 178 | 1026 | 0,346 | 220 | 1025 | 0,451 | 162 | 10275 035i 
23. | 172 | 1024} 0,354 | 186 | 10255 0,458 | 221 | 1027 | Osi 
| | i 
| | F a4 
24. 151 | 1025 | 0,375 | 179 | 10278 0,464 | 202 | 10285 0451 
| | | 
| | | 
25 156 | 1027 | 0,344 | 172 | 1029 | 0,464 | 144 | 10275 051 
| | | | 
26. 178 | 1024 | 0,402 | 277 | 1023 | 0,606 | 190 | 10245) 0,4 
| | | 
| | | 
27 214 | 1026 | 0,371 | 212 | 1025 | 0,409 } 275 | 1027 | 0, 








| 10275 





0,373 























2) 


34) 











SH) 





2b) 





Beobachtungen tiber die Kreatininausscheidung beim Menschen. 


sploegh. 











6 Uhr Reis 
Kartoffeln 350 


S 


100 g 


y 


Eiweif 
47 g 


» Stunde 50 mg Kreatinin eingenommen. 


Harn- | 


menge | 


ecm 


In 24 Stunden 


Gesamt-N | Kreatinin 


g 


Fett 
64 g 


| tinin-N 


Kohlehydrate 


337 g 


30 Calorien pro kg 


Bemerkungen 





34H) 





1109 | 


858 


900 





| 


| 
} 
} 


| 2.072 | | 
| 2.059) 
| 2.046 | — 


1,923 
1,937 


1,984 | 
2,008 | 


2,075 


2,056 | 


| 


| 
| 





| 
} 








guy 


888 








bo 


49 


D2 


+ 


bo 


I 
, | 2,008! 
a 


500 mg Kreatinin, 





826 


797 





| 2.050 
2.040 | 


2.071 | 


2.075 | 








SH) 


2.469 


500 mg Kreatinin, 





246 


8 Uhr 
Spez | Krea 
| tinin 
Gew. | 
g 
1026 | 0,805 
| 
1025*) 0,611 
| 
| 
1024 | 0,640 
| 
1026 | 0,647 
1025 | 0,746 
| 
025°) 0,811 
| 
10265! 0,721 
1024 | 0,729 
| 
| 
1025 | One 
-_ | oe Aiea 
1027 | 0,675 
} 
| 
1024 | 0,682 
| 
| 





997 | 


897 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. 


2,034 | 


2,037 


1,974 | 
1,961 | 


XLVI. 


968. 


| 





30 
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C. J.C. Van Hoogenhuyze und H. Verploegh, 



































































In 
1905 Menge | | 
des | Harn- | Spez. (re- Harn- | Krea- | Harn- 
_ | getrunke- | | | 
Juni nen | menge|. samt-N stoff | tinin siure 
Wassers | | Gewicht | 
ccm | cem g g | g A 
10. ie 909 10305 | 13,99 | 26.92 | 1,087 | 0,725 124 
11. 280 456 1031 8,76 12,92 | 0,904 | 0201 47 
12. 112 614 1031° 838 | 14.21 0,577 0.107 i 
13. 112 1115 1027 10,73 | 21.45 | 0,581 | 0,081 | 184 
14. 225 853 1028 940 | 17,11 0,634 | 0,027. 148 
| 
15. 450 616 1029 7,87 | 11,14 0,603 | 0,169 | 13) 
16. 900 594 1026 7,73 9,78? | 0,590 | 0,206 | 
| | 
17. 750 509 1029 611 10,61 | 0469 | 0,205 | 
| 
18. 875 | 775 10275 7,70 | 13,94 | 0,689 | 0,381 | 112 
| | | | 
19. 750 | 712 | 1025 7,35 | 13,92 | 0,715 | 0,803 102 
| | | 
20 750 619 1026 6,80 | 12.78 | 0,602 | 0,308 113 
| | 
} 
21 550 627 1025 6,14 | 11,30 | 0,453 | 0,289 | 157 
| 
| 
22 525 | «S694 1025 6,97 | 12,97 | 0,566 | 0,384 | 123 
23 375 528 | 1026 5,62 | 10,45 | 0,548 | 0,263 | We 
| | | 
24. 500 | 408 | 1027 408 | 7,76 | 0,426 | 0197 | 
25 125 | 364 | 1023 4,38 | 821 | 0,715 | 0290 | 
| | | | 
26. — | 391 1023 7,23 | 14,65 | 1,028 | 0,505 i 





sca. 
ynaen 
Val 
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die Kreatininausscheidung beim Menschen. 469 





























Aciditit 
\ as a 4 MRA: iy Bemerkungen 
yall | P,O; | Indigo) N_ | Saures M/10- 
| PO, | | Normal 
| * | P.O; | NaOH 
g g | mg | g | eem 
| 
“ 9.39 2,670 | _ 52 1,65 47,3 Einmauerung abends 8 Uhr 
4 1.93 1,550 | o 5,8 0,98 29 2 Erster Hungertag 
| 
Moe 1,880 | : 4.6 0.86 32,5 
HR G04 | 2,654 | 8,92 4.0 1.57 60,8 
5 ‘ ‘ - Morgens 50 ccm Bitterwasser 
, 9 Q24 D4 « )¢ AR ¢ 5 ‘ 
) | t 2 934 10,2 t 3,2 1.23 O89 dazu getrunken 
= " é an Wieder 50 ccm Bitterwasser ge- 
% , a 6 A ( 6 
1H2 1,749 | 7,39 4,0 0,70 36,9 trunken 
." mo | lone ~~ 49 14 100 ccm Bitterwasser. Abends 
Ad 1,069 | 5,94 0,2 U,42 21,4 11 Uhr ein Stuhlgang 
| 
) 5? 0,713 | 8,65 8,5 = i73 Von 11 bis 1 Uhr Muskelarbeit 
| ~— 
Be 1.0 1,658 | 11,6 4,6 0,52 | 27,9 
: | | am 
218 1,702 | 12,1 43 | O61 | 25,6 
771,461 | 15,5 (6 | O52 | 25,9 
| | | 
Lod 1,097 | 10,7 56 | 0,44 17,6 
| | 
23 | | ‘ 
13 | 1312 | 7,6 53 | 0,59 22.2 
| | | | 
. | | | 
S Bey 1114 | 42 D0 | 043 | 16.9 
| | | 
L112) O869 | 49 4,7 | 0.35 | 15.) 
| | | 
29 » | | ‘ | Letzter Hungertag. 10Uhrabends 
, AAC i | > | & 
230 | 0,539 | 10,9 8.0 | 0,23 | 8.0 Nahrung 
* | 
. 2 | 0145 |} 13,7 49.9 | 0,14 | 7.0 Nahrung eingenommen 








30* 
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C. J. C. Van Hoogenhuyze und H. Verploegh, 








Tabelle y 












10—4 Uhr 

























! 
} 


| 


| 











, 











} 


{ 


*) In Kubikzentimetern die fiir die Harnséurebestimmung 


| 
| 











1905 4—10 Uhr 10 
Spez. | Krea-) Harn- | Harn- Spez, | Krea-| Harn- | Harn- 
Juni } tinin | | menge | tinin | | menge  — 
Giew. |séiure*)| ~~ | Gew. | sdure *) 
g | cem | g | ‘} ecm 
| | | 
10. | 1026 | 0,334) — 105 | 1033 0,207 | _ 482 | | 
11. | 1030 | 0,170| — 64 | 1032 | 0,152; — 266} 
| } | 
12. 1034°| 0,123, — | 195 | 10325 0,232) — 319 1i3 
13. 1028 | 0,107) — | 546 | 1027 0,292; — 351 
| _ | 
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Beitrag zur Kenntnis einer krystallinischen Harnalbumose. 
HI. 


Von 


Alide Grutterink und C. J. Weevers de Graaff. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des stidt. Krankenhauses zu Rotterdam.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22, November 1905.) 


Die Harnalbumose, iiber welche hier berichtet wird, ist 
die Albumose, deren Bereitung und Krystallisation in Band XXXIV 
dieser Zeitschrift ausfiihrlich beschrieben wurde. Leider wurde 
die Veréffentlichung folgender Resultate verspitet, teils durch 
die Wiederholung vergeblicher Versuche iiber die Bestimmung 
des Molekulargewichtes unserer Substanz, teils durch aufere 
Umstiinde. Das Erscheinen der Abhandlung von Abderhalden 
und Rostoski in Heft I und If des XLVI. Bandes dieser Zeit- 
schrift veranlafit uns dazu, jetzt uber unsere Resultate zu be- 
richten. Aus den Versuchen, die tiber Verdauungs- und Ab- 
bauprodukte angestellt wurden, ist hervorgegangen, dab wir 
Abderhalden und Rostoski vollkommen beistimmen, d. h. 
daf} auch unsere Bence-Jones’sche Albumose den wirklichen 
EiweiBbkorpern sehr nahe steht. Abderhalden und Rostoski 
verwandten zu ihren Versuchen Eiweif, das durch dreimalige 
Ausfiillung mit Ammonsulfat und Dialysieren gereinigt war. 
Sie schreiben: «wir miissen allerdings die Frage offen lassen, 
ob der Bence-Jones’sche Eiweifikorper ein «einheitliches» 
Produkt ist oder nicht vielmehr ein Gemisch darstellt.» Wir 
hingegen haben unsere Versuche nur angestellt mit krystalli- 
sierter Substanz und benutzten zur Reinigung meistens die 
merkwiirdige Schwerloslichkeit der Krystalle in Wasser. Sie 
wurden durch oft wiederholtes Dekantieren mit Wasser bis auf 
Spuren von Ammonsulfat befreit. Die gesattigten wiisserigen 
Losungen wurden mit Alkohol versetzt und so das_ geldste 
Kiweih wieder gewonnen. Da uns keine krystallisierte Eiweil- 
substanz bekannt ist, die sich so schwer in Wasser bezw. 
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sehr verdiinnter Ammonsulfatlésung lést, glauben wir zu der 
Annahme berechtigt zu sein, dafi wir mit einer einheitlichen 
Substanz und sogar mit einer sehr reinen gearbeitet haben. 

Die mit Wasser ausgewaschenen Krystalle lésten sich leicht 
in verdiinnter Salzséure (0,25°/o) von 40°. Zu Verdauungsver- 
suchen wurden 100 ccm dieser Lésung mit 0,040 g Pepsinum 
purissimum Gribler versetzt und die Proben bei 37° in den 
Brutschrank gestellt. Orientierende Versuche ergaben, daf} schon 
nach einer halben Stunde «Primire» Albumosen nachweisbar 
waren, die grote Menge war anwesend nach etwa drei Stunden, 
dann verminderte sich ihre Quantitét, bis sie nach neun Stunden 
nur noch in Spuren, nach acht Tagen nicht mehr nachweis- 
bar waren. Auch die Deuteroalbumosen A und b waren schon 
nach einer Stunde, mehr nach zwei bis drei anwesend, am meisten 
aber nach acht bis neun Stunden, nach 23 Stunden hatte sich 
ihre Menge stark vermindert. Die Albumose CG war immer in 
geringer Menge vorhanden; weiter wurden ein in Alkohol lés- 
liches und ein unlosliches Pepton gefunden. 

Aus der anfangs vollkommen klaren Fliissigkeit wurde 
nach kurzer Digestion eine gallertartige Masse ausgeschieden, 
die sich der weiteren Verdauung sehr resistent erwies (Acid- 
albumin?). Im Filtrat wurde ein Neutralisationsprodukt nicht 
erhalten. Aus diesen Versuchen war also hervorgegangen, da die 
grobte Ausbeute an «Primaren« Albumosen nach etwa zwei, die an 
Deuteroalbumosen nach acht bis neun Stunden zu erwarten war. 

30 g der Substanz wurden verdaut mit 1500 ccm Pepsin- 
salzsiure, von der gallertartigen Masse abfiltriert, nach zwei 
Stunden ein Drittel neutralisiert und aufgekocht, und nach zwei 
Stunden der Rest ebenso behandelt. Die beiden Fliissigkeiten 
wurden gemischt und die Fillungsgrenze gegen Ammonsulfat 
in einer gegen Lackmus neutralen LOsung bestimmt. 











Primiire Sekundiire Albumose 
Albumose A B Cc 

Untere ; Fillungs- 3,2 D4 | 7,2 Sattigung 

Obere | grenze 4,4 6,6 8,0 (Satt.+-'/1o Vol. '/10 N.-H,SO, 
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3e1 anderen Untersuchungen waren diese Zahlen_ be- 
stimmt zu: 








Primire Sekundaire Albumose 
Albumose A B 
eosin seal 2.6 54 | 7,2 
Fibrin Piek*). ..s6 a * ge te | a 
4,4 6.2 | 9.5 
| 
ro : 3.6 5.6 | 7,0 
Fieralbumin Umber?) | " 
t.6 6,0 1,8 
‘ — 4,2 54 7,2 
Serumalbumin Umber?) . , ae 
tb 6.2 8.0 
: ; 38 5.6 7.8 
Serumglobulin Umber ?) ‘ a — 
t.6 4,2 5.6 
Bence-Jonesscher Koérper — “ 
M I +2 D6 riko) 
agnus Levy® | 
ignu vy”) 1.8 79 go 








Aus diesen Zahlen geht hervor, daB die Verdauungs- 
produkte unseres Eiweifkérpers am meisten iibereinstimmen 
mit denen des Serumalbumins, wiihrend Magnus Levy fiir 
seinen Kirper die griBte Ubereinstimmung fand mit denen des 
Serumglobulins. 

Kin Teil der verdauten Fliissigkeit wurde versetzt mit 
dem gleichen Volumen gesiittigter Ammonsulfatldsung und die 
primiiren Albumosen ausgefiillt: aus dem Filtrat durch ?/s-Siét- 
tigung die sekundire Albumose A abgeschieden und aus dem 
Filtrat dieser durch Salzsiittigung die sekundiire Albumose Bb. 
Die sekundiire Albumose C fiel am besten aus der Fliissigkeit 
aus nach Versetzen mit !/10 Volumen salzgesittigter 1/10 norm. 
Schwefelsiiure. 

Die primiiren Albumosen wurden zur Reinigung in Wasser 


', Pick, Untersuchungen iiber die Proteinstoffe, Diese Zeitschrift, 
Bd. XXIV, S. 246. 

*) Umber, Die Spaltung des krystallinischen Eier- und Serum- 
albumins, sowie des Serumglobulins durch Pepsinverdauung, Diese Zeit- 
schrift, Bd. XXV, S. 258. 

*) Magnus Levy, Uber den Bence-Jones’schen Eiweifkérper, 
Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S, 200. 
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gelést, mit Ammonsulfat niedergeschlagen und dieses einigemal 
wiederholt. SchlieBlich wurde in tiblicher Weise mit Baryum- 
acetat die Schwefelsiiture, und das iiberschiissige Baryumsalz 
mit Ammoncarbonat entfernt. Diese, die gesamten primiiren 
Albumosen enthaltende Fliissigkeit wurde nach Pick unter- 
sucht; sie wurde auf ein kleines Volumen eingedampft und 
mit dem doppelten Volumen Alkohol von 95°/o versetzt. Der 
entstandene Niederschlag wurde auf Heteroalbumose, das Filtrat 
auf Protalbumose verarbeitet. Der gut ausgewaschene und 
ausgeprebte Niederschlag wurde auf dem Filter in heifem 
Wasser geldst, das Filtrat triibte sich beim Erkalten und gab 
beim Versetzen mit '/2 Volumen Alkohol einen schénen, weiben 
Niederschlag, der zur weiteren KReinigung noch einigemal in 
derselben Weise behandelt wurde. Er gab alle Reaktionen 
der aus Fibrin dargestellten Heteroalbumose.'!) 

Der Rest unserer Verdauungsfltissigkeit wurde jetzt nach 
Pick’s neuer Methode?) weiter verarbeitet, die alkoholunlés- 
lichen Produkte wurden entfernt durch Fiallung mit dem doppelten 
Volumen Alkohol, die alkoholische Losung eingedampft, nach 
Entfernung des Alkohols mit dem gleichen Volumen Ammon- 
sulfat die Protalbumose und durch weitere Zufiigung eines 
halben Volumens Salzlésung die alkohollésliche Fraktion der 
Deuteroalbumose A niedergeschlagen. Zur Reinigung wurde 
dieser Niederschlag in Wasser gelést, mit dem 3- bis 4fachen 
Volumen Alkohol niedergeschlagen und aus der wiasserigen 
Lésung des Niederschlags etwa anwesende Reste der Prot- 
albumose mit dem gleichen Volumen AmmonsulfatlOsung § ent- 
fernt. Sowohl hier wie spater wurden die Priiparate mit essig- 
saurem Baryt und Ammoncarbonat salzfrei gemacht und mit 
Alkohol im UberschuB gefillt. Sie stimmt in ihren Eigen- 
schaften iberein mit Pick’s schwefelarmer Deuteroalbumose A. 
Von den meisten Fraktionen wurde soviel erhalten, dafi damit 
die wichtigeren Reaktionen angestellt werden konnten, zu aus- 

1) Um die Reaktionen vergleichen zu kénnen, haben wir uns aus 
Pepton Witte die verschiedenen Albumosen bereitet. 

2) Pick, Zur Kenntnis der peptischen Spaltungsprodukte des 
Fibrins, Hofmeister’s Beitrage, Bd. Il, S. 481. 
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fiihrlicheren Bestimmungen, wie Pick sie anstellte, genitigten 
sie leider nicht. 

Die Darstellung der Fraktion BII erfolgte auch hier durch 
Sittigung mit Ammonsulfat und Entfernung des Salzes. Wurde 
die wiisserige LOsung mit dem doppelten Volumen Alkohol ver- 
setzt, so blieb sie vollkommen klar. Beim Vermischen_ hin- 
gegen mit dem 4fachen Volumen entstand ein reichlicher Nieder- 
schlag, welcher eine sehr starke Molisch’sche Reaktion gab. 
Der entsprechende Anteil aus Pepton Witte wurde von Pick 
auf Grund ihrer sehr stark hervortretenden Molisch’schen 
Reaktion Glycoalbumose genannt. 

Die letzte Fraktion BHT dieser Deuteroalbumose wurde 
erhalten aus dem alkoholischen Filtrat der Glycoalbumose; diese 
wurde auf ein sehr kleines Volumen eingedampft und mit dem 
6fachen Volumen Alkohol versetzt. 

Die alkohollésliche Albumose C befand sich noch in der 
salzgesiittigten LOsung, sie wurde ausgefallt mittels verdiinnter 
Schwefelsiiure. Wurde dieser Niederschlag in Wasser gelost, 
die Losung mit NH, neutralisiert und unter gelindem Erwarmen 
mit Ammonsulfat gesittigt, so wurden, wie Pick angibt, noch 
Albumosen niedergeschlagen, Fraktion B/C. Aus dem Filtrat 
wurde die Fraktion CG mittels !/10-Normal-Schwefelsiure nieder- 
geschlagen. Das Filtrat von C enthielt Pepton B. 

Der im Anfang mit Alkohol entstandene Niederschlag 
wurde nach Lésung in Wasser in derselben Weise mit Ammon- 
sulfat getrennt, zuerst mit dem gleichen Volumen die Hetero- 
albumose, und aus dessen Filtrat mit '/2 Volumen Salzlosung, 
die Albumose A, Pick’s Thioalbumose wegen der sehr starken 
Schwefelbleireaktion. Sie ist unldslich in Alkohol von 65°9/o. 

Die Albumose BI konnte erhalten werden durch Salz- 
siittigung des Filtrates: sie war nur in sehr spirlicher Menge 
vorhanden. In dem Filtrate konnte durch Versetzen mit Siure 
keine Albumose mehr nachgewiesen werden, wohl aber ent- 
hielt es Pepton A. 

Der Bence-Jones’ sche Eiweibkorper liefert also bei der 
Pepsinverdauung alle bisher bekannten primaren und sekundiiren 
Verdauungsprodukte der Kiweibkorper. Dieser Punkt ist von 
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Bedeutung, denn nach Zunz und Pick stellen die Proto- und 
die Heteroalbumose die primiiren Spaltungsprodukte dar. Da 
unser Bence-Jones scher Korper mit Sicherheit die Proto- und 
die Heteroalbumose abspaltet, so ist sie den echten Albumosen 
in bezug auf Kompliziertheit des Baues Ubergeordnet und steht 
danach den echten Eiweibkorpern nither. 


Reaktionen des Bence-Jones schen Eiweibkorpers und 
seiner Verdauungsprodukte. 
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Da mit Sicherheit nachgewiesen ist, daB Glycocoll ein 
Spaltungsprodukt der Heteroalbumose darstellt, war es von be- 
sonderem Interesse, zu untersuchen, ob wir bei unserem Eiweil- 
kOrper dieses Spaltungsprodukt nachweisen konnten. Wir be- 
nutzten dazu die Methode Spiro’s!). Die Eiweifbsubstanz 
wurde mit Schwefelsaure zersetzt, diese mit bleicarbonat gefallt, 
aus dem Filtrat mit Phosphorwolframsaure die Diaminoséuren 
gefallt, die iiberschiissige Phosphorwolframsaure mit Barythydrat 
und diese wieder mit Kohlensdure entfernt. Das Filtrat wurde 
stark eingeengt und benzoyliert: die gebildete Hippursiure 
extrahiert mittels Essigiithers, der Auszug gelOst in Soda, mil 
Tierkohle entfirbt, das Filtrat angesiuert und eingedampft. 
Der gut getrocknete Riickstand wurde mit essigsaurem Natron, 
Benzaldehyd und Essigsiureanhydrid im Wasserbade — erhitzt 
und die Hippursiure in das Lactimid der Benzoylamidoessig- 
siiure tibergefiihrt. Nach einer halben Stunde wurde gelinde 
mit Wasser erwarmt, die LOsung der Essigsaure und des essig- 
sauren Natrons abgegossen, das ausgeschiedene Ol in Alkoho! 
gelost und diese Losung der langsamen Erkaltung tiberlassen. 
Aul diese Weise gelang es, sowohl in dem Bence-Jones schen 
Eiweibkorper selbst, sowie in der aus diesem bereiteten Hetero- 
albumose das Glycocoll nachzuweisen. Das Lactimid ist sehr 
leicht zu erkennen an Krystallform und Schmelzpunkt. Der 
Schmelzpunkt des aus reinem Glycocoll dargestellten Lactimids 
wurde bestimmt zu 165°, fiir das Laectimid des Bence- 
Jones schen Kiweibkorpers 163° gefunden. Beim Erhitzen mit 
konzentrierter Natronlauge spalteten beide Ammoniak ab und 
lieferten Phenylpyrotraubensiure, welche mit der Eisenchlorid- 
reaktion und iitherischer Phenylhydrazinlésung als solche er- 
kannt wurde. Mit Sicherheit war also nachgewiesen, dab 
Glycocoll ein Spaltungsprodukt unseres Eiweifikorpers war, diese 
Resultate stimmen also vollkommen iiberein mit denen Abder- 
halden’s und Rostoski’s, welche Glycocoll mit Hilfe der Ester- 
methode nachweisen konnten, wiihrend es Magnus Levy nicht 
gelang, in seinem Korper Glycocoll nachzuweisen. 

') K. Spiro, Uber Nachweis und Vorkommen des Glycocolls, Diese 
Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 174. 
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Ein zweiter Versuch, etwas Niheres iiber unsre Substanz 
zu erfahren, war die Hydrolyse mit Schwefelsiiure nach Kossel 
und Kutseher. Vorversuche mit aus Harn dureh Alkohol- 
fiillung erhaltener Substanz ergaben eine reichliche Ausbeute an 
Leucin und Tyrosin; hingegen wurden wenig Lysin, Histidin 
und Arginin nachgewiesen. Die zu den eigentlichen Versuchen 
verwandte krystallisierte Substanz enthielt nach dem Trocknen 
bei 110° 15,65°/o N, Asche 0,1°/o. Der Ammoniakgehalt der 
Fliissigkeit nach Entfernen des Huminstickstoffs | wurde anstatt 
mit MgO mit reinem BaCO, bestimmt. Der Gehalt an Diamino- 
siiuren berechnet aus den Kjeldahl-Bestimmungen. 


Die Ergebnisse dieser Versuche sind: 
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Stickstoff in Prozent des 

Gesamt- 

Gramm stickstoffs 

Gesamtmenge. . 1... ss «we « « «© eee 100 

A. Basenstickstoff. . . . 2. « se ws 3,93 | — 25,10 — 
Davon im Ammoniak...... . — 0.62 | 3,99 
>»  » Histidin. ......./ — | O5f | 3.26 
+ SE 6 4 se eee HG — | 1,53 _- | 9 SO 
a — | 805 
B. Stickstoff in nicht bestimmter Form | 11,75 _- 74.88 | — 
Davon im ersten Barytniederschlag — O85 | 5,43 
> >» zweiten > (0,92 | 5,85 
> » Silbermederschlag .. . 0,15 — | 0,99 
> » Leucin-Tyrosin .... — 9 83 _ | 62.81 








Zur Elementaranalyse verwandten wir das Praparat, 
abgebildet Seite 400, Band XXXIV dieser Zeitschrift; es war 
ganz frei von amorphen Beimengungen und einheitlich kry- 
stallisiert. Es wurde mit Wasser ausgewaschen, bis im Filtrat 
Ammonsulfat nicht mehr nachweisbar war, und bei 110° bis 
zur Gewichtskonstanz getrocknet. Es entielt O,1°/o Asche. 
C und H wurden bestimmt durch Verbrennen mit Bleichromat 
und vorgelegter Kupferspirale, der Stickstoff nach Kjeldahl 
und der Schwefel nach Hammarsten mit Salpetersiaure. 
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Die Analysen ergaben folgende Resultate: 
I. 0.1658 g Substanz gaben 0,3186 g CO, = 0,1026 g H,0O. 


If. O,2018 » 5 > 0.3872 » » == 0,1222> » 
Ill. OB186 » » 0.05005 » N 

IV. OA951 » > 0.03053 » >» 

V. 0.2686 » » 0.04176» » 

VI. O,9242 » » ; 0.0985 » BaSO, 
Vil. 0.7041 » > > 0.0745 » 


Auf aschefreie Substanz berechnet: 














| I tt | WW V Vl so 
| 
( 52.47 | 52,38 a. oe 4 
H 6.88 6,78 _ Bre can _ | aay 
N — 15,72 | 15,66 | 18,60 a ae 
_ ~ - 1,465 | 1,455 
0 ’ a: ee = 


Ni5.66° 5146) M93 63" 


Im Mittel also Cs, 49, He g3s 
Von dieser selben Substanz wurde der «leicht abspaltbare 
Schwefel» bestimmt nach Schulz,!) die Substanz wurde mit 
konzentrierter Natronlauge und schwefelfreiem Zink gekocht 
und nach und nach versetzt mit Bleiacetat oder Wismuthnitrat: 
das Schwefelwismuth wurde gesammelt mit Salpetersoda ge- 
schmolzen und der «leicht abspaltbare» Schwefel bestimmt als 
BaSO,. Kontrollbestimmungen mit derselben Menge der be- 
nutzten Reagentien ergaben im Mittel 0,002 g BaSQ,. 
Q887 g¢g Eiweifs ergaben 0,0387 g, also 0,0365 g BaSO, oder 0,570°%o 5. 
0,407 » > > 0.0183 » » 0.0163 » BasSO, »  0,552°%o 5. 
Im Mittel 0,561°/o. Das Verhiltnis des leicht abspaltbaren 


Schwefels zum Gesamtschwefel ist also ic etwa 2/5. 

Da die Schwefelbestimmungen allein fiir die Berechnung 
der Molekulargr6be nur beschriinkten Wert besitzen, haben wir 
versucht, das Molekulargewicht auf andre Weise zu finden. 

Von den direkten Methoden ist bei anderen Eiweibkorpern 
die Methode der SiedepunktserhOhung unanwendbar, da sie beim 
Erhitzen unloslich werden, bei unsrem Korper schien sie an- 





') Fr. N. Sehulz, Die Bindungsweise des Schwefels im Eiweih, 
Diese Zeitschrift, Bd. XXV, 3S. 16. 
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gebracht, weil dieser Koérper sich beim Kochen  vollig lost. 
Professor Franchimont, Direktor des organisch-chemischen 
Laboratoriums der Leidener Universitiit, war so gitig, uns zu 
diesen Versuchen sein Laboratorium zur Verfiigung zu stellen. 
fiir diese Freundlichkeit sowie fiir seine Hilfe bei allen unsren 
leider vergeblichen Versuchen sagen wir ihm an dieser Stelle 
herzlichen Dank. 

Die Versuche wurden angestellt mit Landsberger’s 
Apparat.!) Wurde wasserfreie Essigsiure benutzt als LOsungs- 
mittel, so léste sich die Substanz beim Kochen nicht’ vollig. 
Wasser als LOsungsmittel war ausgezeichnet, aber die vollig 
klare LOsung fing immer zu schaiumen an und kochte iiber. 
Da wir mit diesem einfachen Apparat das Ziel nicht erreichen 
konnten, haben wir es gar nicht versucht mit dem Beck- 
mann’ sehen Apparat, in welchem das Sehiiumen noch viel 
schneller eintritt. In andren gewohnlich zu diesen Versuchen 
benutzten LOsungsmitteln war die Substanz unloslich. 

Also blieb nur die Methode der Gefrierpunktserniedrigung 
brig. Dazu konnten wir nur die wiisserige LOsung benutzen, 
aber — es wurde schon hervorgehoben — die Krystalle sind in 
Wasser sehr schwer loslich (100 g einer gesitligten wiisserigen 
Losung enthielt 0,603 g), und die Gefrierpunktserniedrigung 
konnte also nur sehr gering sein. 

Aber selbst wenn alle Vorsichtsmafregeln genommen 
wurden, welche es uns moglich war zu nehmen,?) waren bei den 
Versuchen mit destilliertem Wasser die Abweichungen grofer, 
als die berechnete Erniedrigung des Gelrierpunktes der Eiweil- 
losung. Leider sind wir aus Mangel an Zeit gezwungen, diese 
Versuche zu beendigen: falls aber jemand Lust hat, zu versuchen, 
das Molekulargewicht dieser Substanz auf andre Weise zu be- 
stimmen, stellen wir ihm unsre Krystalle gern zur Verfiigung. 

1) Landsberger, Ein neues Verfahren der Molekelgewichts- 
bestimmung nach der Siedemethode, Berichte der Deutsch. chem. Ges., 
Bd. XXXI, S. 458, 1898. 

2) Nernstund Abegg, Uber den Gefrierpunkt verdiinnter Lésungen, 
Zeitschr. f. Physikal. Chemie, Bd. XV, 5. 652. E. Beckmann, Beitrige 
zur Bestimmung von MolekulargrOfen VII, Zeitschrift f. Physik. Chemie, 


Bd. XLIV, Seite 141. 



































Uber Pankreassteapsin und tiber die Reaktionsgeschwindigkeit 
der mittels Enzyme bewirkten Fettspaltung. 
Von 


Aristides Kanitz. 


(Der Redaktion zugegangen am 25. November 1905.) 


Ob zwar schon M. Nencki’s 1886 veroffentlichte Versuche 
die energische, esterspaltende Eigenschaft der zerkleinerten 
ankreasdriise in tiberzeugender Weise dartun!) und _ seither 
von mehreren Firmen wirksame Steapsinpriiparate in Handel 
gebracht wurden,?) sind immerhin die Mitteilungen iiber die 
fettspaltende Fihigkeit von Pankreasausziigen, wie man u. a. 
aus W. Connsteins Monographie «Uber fermentative Fett- 
spaltung» ?) entnehmen kann, recht widerspruchsvoll. 


!) M. Nencki, Uber die Spaltung der Siureester der Fettreihe 
und der aromatischen Verbindungen im Organismus und durch das 
Pankreas. Arch. f. experim. Path. u. Pharm., Bd. XX, 8. 367—384, 1886. 

*) Die Glycerinausziige des von der chem. Fabrik Rhenania- 
Aachen hergesteilten «Pankreatin absol.» sollen eine Eigelbemulsion gut 
spalten. Dr. G. Griibler in Dresden hat mir eine wirksame «Steapsin- 
solution» geliefert. 

3) In den Ergebn. der Physiol., Bd. III, Abt. 1, S. 194—232, 1904, er- 
schienen. 

Den kritischen Ausfiihrungen des Autors kann zugestimmt werden. 

Unter den vielen Kinwendungen, welche gegen Hanriot’s Arbeiten 
iiber Lipase gemacht worden sind, hat zufalligerweise niemand darauf 
hingewiesen, dafs seine siimtlichen Bestimmungen (und auch viele seiner 
Gegner) mit einem unkontrollierbaren Fehler behaftet sind, indem er die 
aus dem Monobutyrin abgespaltene Buttersiure mit Soda und Phenol- 
phtalein als Indikator titriert. Das ist zweifach unrichtig. Erstens ist, 
um die Hydrolyse zu vermeiden, eine schwach dissoziierte Saéure, wie 
die Buttersiure es ist, mit einer stark dissoziierten Base (Kalilauge, 
Baryumhydroxyd) zu titrieren. Zweitens kann Phenolphtalein wegen 
seiner iiuferst schwach sauren Eigenschaft in Gegenwart von Kohlen- 
siiure nicht als Indikator verwendet werden. 
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Von den Autoren, die in den letzten Jahren tiber den 
Gegenstand gearbeitet haben, berichten Kastle und Loewen- 
hart,!) daS ihre Ausziige, welche Athylbutyrat gut gespaltet 
haben, Neutralfette kaum zerlegen konnten. Hans Engel?) 
gelang es nur einmal, aus der Driise einen wirksamen Auszug 
zu erhalten, sodafi er ein «Zeit- und Fermentgesetz» fiir das 
Pankreassteapsin nur an der Hand von Versuchen, welche mit 
einem Handelspréparat ausgefiihrt waren, aufstellen konnte. 
J. Lewkowitseh und J. J. R. Macleod) berichten zwar, 
daf sie neutralfettspaltende, wiisserige Ausziige erhalten haben 
— die Zeit jedoch, welche zur erheblichen Spaltung des ver- 
wendeten Baumwollsamenoéls erforderlich war, beliuft sich 
auf Monate. 

Dabei wiire ein jeder Versuch, in welchem mittels Pan- 
kreasausziigen oder Pankreassuspensionen binnen wenigen 
Stunden eine erhebliche Fettspaltung erzielt wird, ein weiterer 
Beweis zugunsten der Theorie, dab die Fette als Fettséiuren 
resorbiert werden! 

Nach verschiedenen mifSlungenen Versuchsanordnungen 
habe ich durch oft wiederhoite Versuchsreihen gefunden, dab 
man — im Gegensatz zu der verbreiteten Ansicht tiber die 
grobe Empfindlichkeit des Steapsins — aus der Pankreasdriise 
mit Glycerin in sehr einfacher Weise Ausziige herstellen kann, 
welche, bei geeigneter Versuchsanordnung, auch in ge- 
ringer Menge angewandt, in kurzer Zeit erhebliche Neutral- 
fettmengen spalten kOnnen. 

Ich habe die vom hiesigen Schlachthof gelieferten Rind- 
und Schweinpankreasdriisen, welche etwa 24 Stunden, nachdem 
die Tiere geschlachtet waren, in meinen Besitz gelangten, von 
dem Fett modglichst befreit, mit einer Fleischhackmaschine zer- 
kleinert, mit 2—3facher Menge kiuflichem Glycerin gut ver- 
mischt und ohne jede weitere Vorsichtsmafregel mehrere 

') Amer. Chem, Journ., Bd. XXIV, S. 471, 1901. 

?) Hans Engel, Uber das Zeit- und Fermentgesetz des Pankreas- 
steapsins Hofmeister’s Beitrige, Bd. VII, S. 77—88, 1905. 

3) J. Lewkowitsch und J. J. R. Macleod, The Hydrolysis of Fats 
in vitro by means of Steapsin. Proc. Roy. Soc., Bd. LXXII, 8. 31, 1903. 
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Wochen bis Monate bei Zimmertemperatur gehalten, sodann 
durch Tiicher koliert. 

Zur Ermittlung der abgespaltenen Fettsaure habe ich das 
Spaltungsgemisch in geniigend Alkohol und etwas Ather gelost 
und mit wiisseriger n- bezw. ™/10-Natron-, spiter Kalilauge und 
Phenolphtalein als Indikator titriert, unter Kinhaltung der Mindest- 
alkoholkopzentration, welche nach meiner friheren Mitteilung?!) 
erforderlich ist, um die Hydrolyse vollsténdig zu umgehen. 

Die Spaltungsversuche selbst wurden in folgender Weise 
ausgefiihrt: Zu je 10 cem kiiuflichem sogenannten Olivenol oder 
zu Rizinusol, welche so viel freie Fettsiiure enthielten, daB zu 
der Neutralisation der genannten Menge 2—5 ccm "/10-Lauge 
erforderlich waren, wurde diese Laugenmenge zugesetzt und 
durch Schiitteln mit dem Ol gut vermischt. Es entsteht so 
eine sehr feinverteille und dauerhafte Emulsion, zu welcher 
sodann die Enzymlosung (1—2 cem) hinzugeligt wurde. 

Nachdem die Spaltung 4—6 Stunden vor sich gegangen 
war, wurde titriert und es ergab sich, daf zur Neutralisation 
der abgespaltenen Fettsiiure ca. 100 ccm ™/10-Lauge notwendig 
war. Es ist somit etwa ein Drittel des Fettes zerlegt worden. 
Wurde eine Enzymlosung verwendet, welche vorher 10 Minuten 
ber 100° gehalten worden war, so war innerhalb der Versuchs- 
dauer keine Fettsiiure abgespaiten worden. 

Bei frischen Ausziigen (auch bei dem von Dr. Griibler 
mir gelieferten Priiparal) war die Spaltung energischer, wenn 
vorher einige Tropfen n-Calciumchloridlésung zu der Emulsion 
zugefiigt waren. Calciumacetat war wirkungslos. Man kénnte 
hierin die Aktivierung eines Zymogens oder eines Proenzyms 
erblicken, doch ich méchte vorderhand diese Frage nicht weiter 
diskutieren. Bei frischen, wiisserigen Pankreasausziigen sollen 
nach H. Pottevin?) sowohl Calciumchlorid wie Caleiumacetat und 
auch noch verschiedene andere Salze spaltungsfordernd wirken. 

Die Spaltung verliuft bei Zimmertemperatur und bei 56° 


') Aristides Kanitz, Beitrage zur Titration von hochmolekularen 
Fettsiuren. Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVI, 5S. 400—404, 1903. 
*) H. Pottevin, Sur le mécanisme des actions lipolytiques. Compt. 
rend., Bd. CXXXVI, S. 767, 1903. 
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mit einer etwa gleichen Geschwindigkeit, bei 40° ist die Spaltungs- 
geschwindigkeit rund das Anderthalbfache der bei Zimmer- 
temperatur. Hiitte der Vorgang sein Optimum bei 40° und 
denselben Temperaturkoefflizienten, wie die chemischen Reak- 
tionen — welcher Temperaturkoeffizient auch fiir manche biolo- 
gische Vorginge zuzutreffen scheint!) —, so mitibte bei 40° 
die Spaltungsgeschwindigkeit etwa das 4- bis 9fache der Ge- 
schwindigkeit bei Zimmertemperatur erreicht haben. Wie man 
aus Hanriots Versuchen?) ersieht, scheint auch die Lipase einen 
ganz aubergewohnlich kleinen Temperaturkoeflizienten zu haben. 

Wird die Enzymlésung durch gehiirtetes Filtrierpapier 
filtriert, so hat das Filtrat seine Wirksamkeit nicht verloren. 
Doch ist das Filtrat wirkungslos, wenn man den Auszug durch 
unglasierte Tonzellen filtriert. Es wiire somit die von Conn- 
tein (I. ¢.) hervorgehobene Unléslichkeit des Steapsins bestiitigt, 
ich mochte jedoch daran erinnern, dah, ob zwar, wie Versuche 
von A. Fernbach?) zeigen, die Hefeinvertase die Chamber- 
land-Kerze nicht passiert, andere Invertasen das tun,*) es also 
bei den Enzymen in bezug ihrer Léslichkeit allmiihliche Uber- 
giinge zu geben scheint. 

Uber den zeitlichen Verlauf der Spaltung teile ich aus 
vielen iihnlichen die folgende, mit einem sehr triigen Praparat 
bei 20° gewonnene Tabelle mit. 

Sie wurde erhalten, indem man in einer Anzahl Reagens- 
gliiser je 10 cem Olivendl, 3,8 cem ®/10-Natronlauge, 0,25 ccm 
n-Calciumchlorid und 1 cem Steapsin vermischte und den In- 
halt je eines Reagenzglases nach der unter # verzeichneten 
Minutenzahl titrierte. Die dabei verbrauchten Kubikzentimeter 





1) R. Abegg, Der Temperatureinfluf auf die Entwicklungsgeschwin- 
digkeit animalischen Lebens. Zeitschr. f. Elektrochemie, Bd. XI, 5. 529, 
1905. — Aristides Kanitz, Uber den Eintlu& der Temperatur auf die 
Kohlendioxydassimilation. Ibid. Bd. XI, Heft 42, 1905. 

*) Die betreffende Tabelle ist bei Connstein (I. ¢., 5. 221) an- 
gefiihrt. 

3) A. Fernbach, Sur le dosage de Ja sucrase. Ann. Inst. Pasteur, 
Bd. Ill, S. 531, 1889, 

*) Wenn ich mich nicht irre, ebenfalls in der Fernbach’schen 
Arbeit erwiahnt. 
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77 . 7 4 . . 
n/10-Natronlauge sind unter x gegeben. Unter ~y ist die gespaltene 
r 1 
Menge, dividiert durch die zugehdrende Spaltungszeit, unter 


y die gespaltene Menge, dividiert durch die Quadratwurze} 


aus der Spaltungszeit, angefiihrt. 
= X 
o X 4 l > 
0 0,0 _ - 
70 9,2 0,131 1,10 
140 12.3 0.088 1,04 
288 19,0 0,065 1,12 
4QD 23.1 0,057 1,15 
1455 34,2 0,023 0,90 


Yee X ° bd e oe xX ee 
Wihrend 5 nicht konstant ist, ist das fiir Vy ~ annahernd 
1 1 


der Fall. Die Konstanz derselben Beziehung fand Engel (I. c.) 
bei der Spaltung von Kigelbemulsion mit Pankreatin-Rhenania. 
Ebenfalls dasselbe erhielt ich, als ich die Versuchsdaten von 
W. Connstein, E. Hoyer und H. Wartenberg!) iiber 
den zeitlichen Verlauf der Spaltung des Ricinuséls mit dem im 
Ricinussamen enthaltenen Enzym daraufhin durchrechnete. Ich 
setze das Ergebnis als Fufnote her. ?) 

Nach den Lehren der allgemeinen Chemie wiirden sich 
fiir die durch die Gegenwart eines Katalysators mit wahrnehm- 
1) Uber fermentative Fettspaltung. Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 
Bd. XXXV, 8S. 3988—4006, 1903. 

*) Versuch 46 (I. ¢., S. 4003). Von 6,5 g Ricinusél waren in 
Gegenwart von 4 g 10-Schwefelsiure nach % Minuten x Prozente ge- 





spalten: 

x x 

a x r Li 
15 12 0,80 4.33 
30 20 0,66 3,36 
tb 30 0,60 447 
60 83 0.55 4,26 
90 41 0,45 4,32 
150 54 0,36 4,41 
210 59 0,28 4,16 
330 68 0),20 574 


1620 
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barer Geschwindigkeit verlaufende Fettspaltung folgende Uber- 
legungen ergeben. 
Das System ist ein heterogenes.') Der Vorgang, welcher 
in Aufnahme von Wasser besteht, wird mit einer gewissen 
') Unlangst hat Hans Euler in einer Literaturzusammenstellung 
iiber die Reaktionsgeschwindigkeit enzymatischer Vorgiinge (Katalyse 
durch Fermente, Diese Zeitschrift, Bd. XLV, S. 421, 1905) die Spaltung 
einer wiisserigen Eigelbemulsion durch den Magensteapsin unter die in 
echter oder in kolloidaler Liésung verlaufenden Vorgiinge eingeordnet 
und aus den Versuchsdaten einer der darauf beziiglichen Arbeiten 
(Waldemar Stade, Untersuchungen iiber das fettspaltende Ferment des 
Magens, Hofmeister’s Beitriige, Bd. Ill, S. 29) ihre Geschwindigkeits- 
konstanten nach der fiir in homogener Lésung verlaufenden mono- 
molekularen Reaktionen geltenden Formel berechnet. Die starke Ab- 
nahme der so erhaltenen Konstanten hat Euler damit erklirt, daf die 
bei der Spaltung entstandenen Siuren das Enzym schidigen. (Kastle 
und Loewenhart (I. ¢.) haben niaimlich gefunden, daf\ bei der Spaltung 
von Athylbutyrat die abgespaltene Buttersiure die Wirksamkeit des 
Enzyms herabsetzt.) Ich bin mit Euler’s Auffassung dieser Sachen 
nicht einverstanden aus folgenden Griinden: Erstens ist nicht einzusehen, 
daf’ in Wasser sehr schwer lisliche bezw. nur quellende Stoffe, wie die 
Fette und Lecithine es sind, blof{ dadurch, wenn auch nur kolloidal ge- 
lést sein sollen, weil sie mit einem FEiweifstoffe, wie es im Eigelb der 
Fall ist, zusammen anwesend sind. Zweitens aus den von Gobley und 
Loebisch ausgefiihrten Analysen des Eigelbs, welche ich hierher setze 
(vel. J. KGnig, Chemie der menschlichen Nahrungs- und Genufimittel, 
4. Aufl., Bd. II, S. 575, Berlin 1904): 


Wasser 51.8 

Vittelin 15.8 

Nuclein 1,5 

Palmitin, Stearin, Olein 20,3 bezw. 23,2 
Cholesterin 0,4 
Glycerinphosphorséure 1,2 

Cerebrin 03 

Farbstoffe 0.5 

Salze 1,0 bezw. 1,5 


geht hervor, daf§ in demselben nicht die Mono-, sondern die Triglyceride 
der verschiedenen Fettsiuren enthalten sind. Wiiren somit die zu 
spaltenden Fette, im Gegensatz zu meiner Ansicht, wirklich gelést, so 
diirfte zur Berechnung der Reaktionsgeschwindigkeit doch nicht die fiir 
monomolekulare Reaktionen geltende Formel angewendet werden, son- 
dern es miifiten Formeln entwickelt werden, welche dem stufenweisen 
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Geschwindigkeit in der Wasserphase verlaufen. Die in der Zeit- 
einheit zersetzte Menge wird (so lange Wasser im Vergleich 
zum Fett in groBem Uberschu8 vorhanden ist), nur von der 
Konzentration des jeweils unzersetzten Fettes in der Wasser- 
phase abhiingen. Das Maximum dieser Konzentration bei einer 
bestimmten Temperatur ist durch die Loslichkeit des Fettes in 
Wasser, d. h. durch das Gleichgewicht zwischen gelostem und 


ungelostem Fett gegeben. Wird bei der Spaltung das — durch 
Kntfernen von etwas Fett aus der Losung — gestérte Gleich- 


Verlauf der Spaltung der verschiedenen Fette Rechnung tragen, wie es 
Ose. Knoblauch fiir die Darstellung der Reaktionsgeschwindigkeit der 
Spaltung des Bernsteinsiiurediathylesters abgeleitet hat. Drittens kénnen 


bei der Spaltung — was sich auch aus der Analyse des Eigelbes  er- 
gibt — nur die in Wasser fast unléslichen, hochmolekularen Fettséiuren 


entstehen. Daf, deren sehr geringer in Lésung anwesender Anteil das 
Steapsin ebenso schiidigen sollte, wie in Kastle und Loewenhart’s 
Versuchen die leichtléshiche, somit auch in grésserer Konzentration an- 
wesende Butterséure, ist nicht wahrscheinlich. 

Ks laft sich tiberhaupt die Frage nicht unterdriicken, ob die 
mathematische Behandlung vieler enzymatischer Vorgiinge auf Grundlage 
des vorhandenen Versuchsmaterials tiberhaupt statthaft ist. Abgesehen 
davon, dafS bis jetzt kaum ein Enzym in einigermafen reinem Zustand 
bekannt ist und daf\ off mehrere Enzyme zusammen vorkommen, die 
sich in ihrer gegenseitigen Wirksamkeit sehr wohl beeinflussen kénnen, 
ist es schwer verstindlich, daf, wahrend die mathematische Darstellung 
wohlbekannter und verhiiltnismaifMg einfacher chemischer Vorgainge — 
wie z. B. die eben erwiihnte Spaltung der Ester der mehrbasischen 
Siiuren eine ist schon recht verwickelte Formeln erfordert, so sehr 
komplizierte und so wenig bekannte Vorgiinge, wie z. B. die peptische 
Verdauung des Eiweifes ist, durch so einfache Formeln vollstaindig 
darstellbar sein sollten, wie sie sich z. B. aus SjOqvist’s (Skand. Arch., 
Bd. V. S. 277, 1894) Versuchen ergeben haben. 

Die Verhaltnisse auf diesem Gebiete erinnern an jene, die vor 
etwa einem Jahrzehnt bei der Anwendung der allgemeinen Chemie auf 
andere Gebiete der physiologischen Chemie wahrnehmbar waren. 

Obzwar Stoffe wie Eiweif, Albumose, Pepsin (!) damals verhiltnis- 
mifiig wenig bekannt waren, fanden Bugarszky und Liebermann 
(Pfliiger’s Archiv, Bd. LXXII, S. 51) unter Anwendung der exaktesten 
Versuchsanordnungen, welche eigentlich genau definierte Stoffe voraus- 
setzen, dafi 1 Mol. Eiweifs (abgerundet) 4 Mol. Salzséure bezw. Natron- 
lauge; 1 Mol. «Albumose» 3 Mol. Salzsiiure bezw. Natronlauge; 2 Mol. 
Pepsin | Mol. Salzsiiure binden kinnen. Heute, wo unsere Kenntnisse 
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gewicht durch in Lésung Gehen der entsprechenden Fettmenge 
so schnell wieder hergestellt, als seine Storung erfolgt, so wird 
die Konzentration des jeweils unzersetzten Fettes, somit auch 
dessen in der Zeiteinheit zersetzte Menge konstant bleiben, die 


/ 


Geschwindigkeitsformel KC = (worin x die zur Zeit 9 zer- 


X 
3 
setzte Menge, C die Loéslichkeit des Fettes in Wasser bedeutet)!) 
den Vorgang richtig wiedergeben. ?) 


in der Eiweifichemie entsprechend vertieft sind, hat sich aus der durch 
Walter Neumann erfolgten physikalisch-chemischen Bearbeitung von 
Siegfried’s Peptonen (Diese Zeitschrift, Bd. XLV, S. 216—252) nicht mit 
unzweifelhafter Sicherheit ergeben, ob diese Stoffe zwei- bezw. dreibasische 
Sdiuren und ein- bezw. zweisiiurige Basen sind, oder etwa als sechs- 
bezw. vierbasische Saéuren und als vier- bezw. zweisiurige Basen anzu- 
sehen wiren. 

In den neunziger Jahren fand Sabanejeff durch Gefrierpunkts- 
bestimmungen, dafs das Molekulargewicht des Glykogens 1620 ist (vgl. die 
Theoretische Chemie von Nernst, 4. Aufl., S. 411) und vor kurzer Zeit fand 
Frau Gatin-Gruzewska (Pfliiger’s Arch., Bd. CII, S. 282) durch Wieder- 
holung der Depressionsbestimmungen mit dem von ihr dargestellten, reinen 
Glykogen, dafs sein Molekulargewicht nicht zu ermitteln ist, denn entweder 
ist das Glykogen léslich und dann ist sein Molekulargewicht ungemein 
grof, oder es ist unléslich in Wasser und dann kann sein Molekular- 
gewicht beliebig grofs sein. Unter der Annahme der Léslichkeit wiire als 
die untere Grenze fiir das Molekulargewicht 140000 anzunehmen, also 
etwa 86mal so viel, als friiher gefunden worden ist. (Dieses Resultat ist 
soeben durch E. v. Knaffl-Lenz, Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, Heft 3, 
auf rein chemischem Wege bestitigt worden.) 

Wenn man sich den enormen Fortschritt vergegenwirtigt, welcher 
inmanchen Teilen der Chemie durch zielbewuftes Anwenden physikalisch- 
chemischer Methoden erzielt worden ist, so darf man eben nicht ver- 
gessen, wie hochentwickelt die Kenntnisse der quantitativen Verhaltnisse 
auf gerade diesen Gebieten bereits gewesen sind, als man sie vom Stand- 
punkte der neuen Lehren zu bearbeiten begann! 

') Richard Léwenherz, Uber die Verseifungsgeschwindigkeit 
einiger Ester. Zeitschrift fiir physik. Chemie, Bd. XV, S. 389, 1894. 

2) Daf eigentlich mehrere Fette gleichzeitig hydrolysiert werden 
und dafs die Hydrolyse eines jeden in Stufen erfolgt, ist bei dieser Ent- 
wickelung nicht beriicksichtigt, denn diese Unterschiede werden wegen 
der iuferst geringen Léslichkeit der Fette nur in der allerersten Zeit 
zur Geltung kommen. 
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Da aus der ausgedehnt studierten!) Hydrolyse der Ester 
durch die Gegenwart von Siuren als Katalysatoren folgernd, 
es als ziemlich sicher anzunehmen ist, dai auch die Hydrolyse 
der Glycerinester der hochmolekularen Fettsauren in Gegen- 
wart von Enzymen ein nicht allzu rasch verlaufender Vorgang 
ist, andererseits durch Darstellung einer Emulsion eine grobe 
Oberfliiche geschaffen wird, diirfte es anzunehmen sein, dali — 
wenigstens fiir den Fall der Verwendung kleiner, oder wenig 
wirksamer Enzymmengen — fiir ein gentigend schnelles Er- 
setzen des durch die Spaltung fortgeschafften Fettes gesorgt ist. 
Da die Formel auch fiir diesen Fall nicht zutrifft (die oben 
mitgeteilte Tabelle ist mit einer triigen SteapsinlOsung erhalten), 
so wire ein reversibles oder ein irreversibles Unwirksamwerden 
des Enzyms bei der Hydrolyse als eine vorliufige Erklarung 
nicht von der Hand zu weisen, wenn nicht in der Literatur 
folgende Versuchsergebnisse vorhanden wiiren. 

Im Fliegenpilz (Amanita muscaria L.) ist ein zwar lang- 
sam, aber intensiv fettspaltendes Enzym vorhanden. Julius 
Zellner,?) der dasselbe aufgefunden hat, teilt auch mehrere 
Tabellen tiber den zeitlichen Verlauf der damit bewirkten 
Spaltung mit. In diesen sind die Kubikzentimeter ®/2-Natron- 
lauge angegeben, welche verschiedene gewogene Olmengen zur 
Neutralisation bedurften, nachdem das Enzym eine gewisse 
Stundenzahl auf sie eingewirkt hatte. Ich habe diese Zahlen 
zuniichst darauf umgerechnet, wieviel "/2-Natronlauge je 10 g 
Ol zu den angefiihrten Zeiten verbraucht haben, sodann die 


X 
Konstanten nach der Formel ~y~ bezw. ausgerechnet und 


X 
yi 
teile sie hierfolgend mit. | 

In allen Versuchen wurde mit je 40 ¢ entfettetem Pilz- 
pulver gearbeitet. In Tabelle A und B wurde damit je 40 g 
Olivenol, in Tabelle C Talg gespalten; in Tabelle A in Gegen- 
wart von 10 g Wasser, in Tabelle B und C in Gegenwart von 
') LOwenherz (1. c.), de Hemptinne, Ztschr. f. physikal. Chem., 
Bd. XIV. 

*) Zur Chemie des Fliegenpilzes (Amanita muscaria L.), II. Mit- 
teilung, Monatshefte f. Chem., Bd. XXVI, 727ff., 1908. 


~ . : 
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10 g /s-Schwefelsiiure. Tabelle A und B waren bei 20°, 
. - . x x 
Tabelle C bei 45° erhalten worden. Die Buchstaben ~-, yo : 
haben dieselbe Bedeutung wie friiher, x bedeutet jedoch Kubik- 
zentimeter "/2e-Natronlauge und & Stunden. Die Konstanten sind 


somit 12mal gréfher als in den anderen Tabellen. 


o xX Pe : 
Vy» 
A. 
160 8.84 0.055 0,70 
304 19,95 0.066 1,14 
472 28.05 0.060 1,29 
631 30.85 0,049 1,23 
B. 

48 2.80 0,058 0.40 
111 dyad 0,066 0,70 
304 17,80 0,059 1,02 
497 23,62 0.048 1,06 

C. 
137 12,30 0,09 1,05 
304 20,70 0,068 1,19 
646 29 70 0.046 1,17 


Wahrend sich aus Tabelle A und B die annihernde 
Konstanz der theoretischen Formel ergibt, geht aus Tabelle C 
die Konstanz der experimentell gefundenen hervor. Dabei ist 
der Unterschied in den Versuchsreihen nur der, dafB in den 
ersten zwei Olivenol, im dritten Talg hydrolysiert worden ist. 
Der Einwand, dafi die Losung nicht immer in bezug auf Fett 
gesaltigs gewesen wire, kann in diesem Fall wegen des sehr 
langsamen Verlaufs der Spaltung nicht gemacht werden. Der 
Vorgang wird durch einen vorlaufig nicht ersichtlichen «Neben- 
umstand» wesentlich beeinflubt, so dafB es nicht so sehr un- 
wahrscheinlich ist, daB weitere Variierungen der Versuchs- 
anordnungen auch mit Pankreassteapsin andere, der theoretischen 
Forderung entsprechende Ergebnisse haben kénnen. Ich be- 
absichtige die Frage weiter zu verfolgen. 


Leipzig, Chemische Abteilung des Physiolog. Instituts, 
November 1905. 
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Zur Kenntnis des Jecorins. 
Von 


M. Siegfried und H. Mark. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. November 1905.) 


Kine in dem soeben ausgegebenen Hefte dieser Zeitschrift 
erschienene Mitteilung iiber Jecorin von J. Meinertz?!) aus 
dem Thierfelder’schen Laboratorium veranlaft uns, schon 
jetzt tiber eine noch im Gange befindliche Untersuchung iiber 
Jecorin kurz zu berichten. 

J. Meinertz kommt auf Grund seiner Versuche zu dem 
Sehlusse, dafi in dem Jecorin ein Gemenge von verschiedenen 
anorganischen und organischen, stickstoffhaltigen und stickstoff- 
freien Substanzen vorliegt, die vielleicht in lockerer chemischer 
Verbindung miteinander stehen. Wir sind auf ganz anderem 
Wege zu iihnlichem Resultate gelangt, daf nimlich das 
Drechsel’sche Jecorin sicher keine reine Substanz ist. Aller- 
dings ist es nicht ausgeschlossen, ja es sprechen sogar weiter 
unten mitzuteilende Befunde dafiir, dab in dem sogenannten 
Jecorin eine schwefel- und phosphorhaltige Substanz sui generis 
enthalten ist.?) 

Bei der Darstellung des Jecorins haben wir genau die 
Angaben Drechsels befolgt, nur das Eindampfen der alkoho- 
lischen Ausziige im Vacuum anstatt wie Drechsel in offenen 
Sechalen bei niederer Temperatur vorgenommen. Das durch 
Alkohol aus der iitherischen Lésung gefiillte Jecorin wurde an- 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 376. 

*) Vor kurzem (Naturforscherversammlung, Meran 1905; Chem.-Ztg., 
Nr. 769, 1905, S. 1053) hat R. Offer mitgeteilt, dafS er durch Fallung 
mit Aceton eine jecorinihnliche Masse, die frei von jeglicher Kohle- 
hydratgruppe ist, erhalten hat. 



























. ; , 4Q% 
Zur Kenntnis des Jecorins. 493 


haltend mit absolutem Alkohol dekantiert und dann in einem 
zu diesem Zwecke konstruierten Apparate, in dem durch grobe 
Flachen Kaliumearbonat die Luft trocken gehalten wurde, filtriert. 
Wir erhielten so das Jecorin als ein fast farbloses, feines 
Pulver, das an der Luft sehr leicht zerflieBt. Verarbeitet wurden 
bis jetzt 30 kg Pferdeleber. Aus 12800 g Leber wurden 54 g 
Jecorin gewonnen. Dieses Jecorin ist leicht léslich in Wasser 
und verdiinnten Siuren, etwas lislich in Methylalkohol, Athyl- 
alkohol, Amylalkohol, Phenol, unlislich in wasserfreiem Ather, 
Essigester, Aceton, Benzol. Die qualitative Zusammensetzung 
stimmte mit der von Drechsel angegebenen tiberein, die quan- 
titative Zusammensetzung wich ab. Drechsel fand C = 51,5°/o, 
Fe 8,2°%/o, |), 2,9 9/o, oo 1,4°/o, , os 3,4°/o, Asche = 12,1°/o; 
wir fanden in doppelten bezw. dreifachen Bestimmungen im 
Mittel: C = 39,7°/o, H = 6,4%o, N = 5,2°%o, S = 2,2°/e, 
P= 1,9°/o, Na = 5,9°/o, Asche: 15,7%/o. Es sind also nicht 
nur die absoluten Werte verschieden, sondern auch die Ver- 
hiltniszahlen der Prozente der einzelnen Elemente. 

Die Priifung auf Einheitlichkeit des Jecorins geschah durch 
fraktionierte Fiillungen und Analysen der einzelnen Fraktionen. 

Zunachst wurden 5,3 g Jecorin in 10 cem Wasser gelost 
und mit absolutem Methylalkohol gefallt. Auch hier wurde 
nach dem Abfiltrieren und Trocknen iiber Schwefelsiure ein 
fast farbloses, feines Pulver erhalten. Fiallung I, Ausbeute 2,5 g. 
In dem Filtrate der Fallung I wurde durch Athylalkoho! eine 
rasch verschmierende Fallung erhalten. Die von dieser Fiallung 
abgegossene Lésung wurde auf dem Wasserbade bei niederer 
Temperatur eingedampft, der Riickstand mit Methylalkohol und 
etwas Wasser aufgenommen, von etwas ungeléstem abfiltriert 
und mit Athylaikohol ausgefillt; das Filtrat hiervon wurde bei 
niederer Temperatur eingedampft, der Riickstand in Schiffehen 
iiber Schwefelsiure bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Die Ana- 
lysen der Fiillung I und des Riickstandes ergaben folgende Werte: 


Fallung | Riickstand 
C= 27,8% 39,7 Jo 
i = 4,4°/0 6,4°/0 


N — 1,8 , Uv 5,2°/o 
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Es ist also in den 2 Fraktionen das Verhiltnis C:N ein 
ganz verschiedenes. 

Nach diesem Vorversuch wurde eine weitergehende Frak- 
tionierung auf folgende Weise durchgefiihrt. Wir hatten beob- 
achtet, daB, wenn zu der wiisserigen Losung des Jecorins 
Essigsiiure oder eine Mineralséiure gegeben wird, eine geringe 
Kohlensiiureentwickelung auftritt. Es war daher moglich, daf 
die Unterschiede in der Zusammensetzung der von den ver- 
schiedenen Untersuchern, Drechsel, Manasse, Baldi und 
uns, erhaltenen Jecorine, sowie das stark abweichende Ver- 
hiltnis G:N in den von uns dargestellten Fraktionen durch 
Beimischungen von Natriumearbonat zum Teil ihre Erklirung 
finden. Deshalb siiuerten wir die zu diesem Versuche_ ver- 
wendete Losung des Jecorins mit Essigsaéure an; allerdings ist 
es nicht ausgeschlossen, dafi hierdurch eine Zersetzung des 
Jecorins entsteht, denn es ist modglich, daB das Jecorin ein 
Natronsalz ist, dessen freie Saure jedoch nicht bestandig ist, 
sondern im Augenblicke des Entstehens Kohlensiure abspaltet. 
In diesem Falle wiire es jedoch unwahrscheinlich, daf hierbei 
das Molekiil des Jecorins weitgehend zerfiele. 

22 g Jecorin in 30 cem Wasser geldst, mit Essigsaure 
angesiiuert, die Losung in 2 kg absoluten Alkohols verriihrt. 
Die ausgeschiedene Fiallung im Apparate filtriert. Fast weiB. 
Ausbeute 8,7 g. Das Filtrat bei 40° eingedampft, der Riick- 
stand in wenig Wasser gelost, mit Alkohol gefallt, die Fallung 
in wenig Wasser gelést, in absoluten Alkohol  verriihrt. 
Fraktion II. Ausbeute 2 ¢. In dem alkoholischen Filtrate wurde 
durch alkoholisches Kupferacetat eine Fillung erzeugt. Frak- 
tion Ill. Ausbeute 2 g. Das Filtrat hiervon lieferte beim Ab- 
stumpfen mit alkoholischem Ammoniak Fraktion IV. Ausbeute 
1,8 g. Das Filtrat hiervon lieferte nach Vermischen mit dem 
dreifachen Volumen Wasser eine Fillung V. Ausbeute 4,2 g. 
Durch Destillation mit stark verdtinnter Schwefelséure wurde 
nachgewiesen, dah die Kupferfallungen frei von Acetat waren. 

Die Analysen ergaben folgende Werte fiir die einzelnen 
Fraktionen: 
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| 
In Prozenten) Fraktion I 


| 
| 





| Fraktion II Fraktion III Fraktion [V | Fraktion V 















C | 33,26 | 40,33 28 44 28.96 | 19,59 
H 6.02 | 6,03 3,84 s45 | 359 
N 455 | | 455 2.29 459 | 1,45 
p 3.16 2.40 0,64 0.72 | 038 
S 1,84 1,74 0,49 066 | 039 
Na 5,10 2.05 1,22 204 | 113 
Asche 17,90 17,03 me ae ee 

Cu © + tee | 31,80 30,66 | 44,58 

| 





Bei den Analysen wurde, da die Bestimmung des P und S 
relativ grobe Substanzmengen erforderte, P, S und Na bezw. Cu 
in ein und demselben Quantum bestimmt, letzteres elektrolytisch. 

Die sich aus den Analysen berechnenden Verhiiltniszahlen 
sind folgende: 








| j 
In —r Fraktion I | Fraktion I Fratton lil} Fraktion IV | Fraktion V 


| 








| 
| 


Gin 4,40 8.86 12,42 6.30 13,51 
P:S 171 1,38 | 1,30 1,09 1,00 


| 

Diese Zahlen zeigen, dali das Jecorin keine einheitliche 
Substanz ist, vorausgesetzt, daB durch Anséuren mit Essigsiiure 
keine tiefergehende Zersetzung eingetreten ist. Immerhin fillt 
es auf, daB alle Fraktionen Phosphor und Schwefel und zwar 
abgesehen von der ersten Fraktion in nicht allzu abweichendem 
Verhiltnis enthalten. Wenn daher die Fortfihrung der von 
verschiedenen Seiten auf verschiedenen Wegen wieder auf- 
genommenen Bearbeitung des Jecorins definitiv ergeben sollte, 
dafi dieses kein einheitliches Produkt ist, so besteht doch die 
Hoffnung, daB die Untersuchungen Drechsel’s zur Erkenntnis 
eines schwefel- und phosphorhaltigen, dem Lecithin verwandten 
Korpers fiihren werden. 

In bezug auf die Mitteilung von J. Meinertz ist zu be- 
merken, dai sich unser Jecorin anders als das seinige verhielt. 
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Das Pulver l6st sich in Wasser sofort und leicht auf; die ab- 
solut klare Lésung gibt mit Salzsiure auf keine Weise eine 
Triibung oder Fiillung. Unser Jecorin enthalt also nicht den 
Bestandteil, den J. Meinertz als Lecithin oder lecithinahnlich 
ansieht. Hingegen gibt es die von Drechsel fiir das Jecorin 
angegebenen Reaktionen, insbesondere die Reduktionsproben 
und die Reaktion mit ammoniakalischer SilberlOsung, sehr stark. 
Unser Praparat scheint auch reiner als das von Drechsel 
untersuchte zu sein, denn auch Drechsel erhielt wenigstens 
durch eine gréBere Menge Salzsiiure einen Niederschlag in seiner 
Jecorinlésung. Der Grund diirfte darin liegen, daBb wir das 
Jecorin als feines Pulver gefillt und sehr reichlich mit Alkohol 
dekantiert und gewaschen haben. 





Uber das Verhalten des Nitrobenzols und einiger anderer aro- 
matischer Nitrokérper im Organismus. 


Von 


Dr. Erich Meyer. 


(Aus der II. medizinischen Klinik zu Miinchen. Direktor Prof. Friedr. Miitler.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Dezember 1905.) 


Veranlassung zu der folgenden Untersuchung gab ein Fall 
von Nitrobenzolvergiftung, den wir an der Il. medizinischen 
Klinik zu beobachten Gelegenheit hatten. 

Die 23jéhrige Verkiuferin E. H. wurde am 15. Juni 1905, mittags 
12'/2 Uhr, von der Sanititskolonne mit der Angabe, daf eine Vergiftung 
vorliege, ins Krankenhaus gebracht. Die Patientin bot einen héchst eigen- 
artigen Anblick dar: Heftig gestikulierend und schreiend safs sie voll- 
kommen blafi und hochgradig blau aussehend auf dem Stuhl. Die Blau- 
firbung war so intensiv, dafs die Hautfarbe fast an Argyrie erinnerte; 
dabei bestand keine Venenerweiterung, also ein total anderes Bild, als 
man es bei Stauungscyanose zu sehen gewohnt ist. Der Atem roch so 
intensiv nach Bittermandelél, daf{§ man sofort an Nitrobenzol- oder Benz- 
aldehydvergiftung denken mufte. Die Patientin, die bei véllig klarem Be- 
wuftsein war, gab auch an, ungefaihr einen KinderlOffel Nitrobenzol um 
10 Uhr vormittags zu sich genommen zu haben. 

Eine sofort vorgenommene Magenspiilung férderte neben Milch 
und Speiseresten einige Tropfen einer Oligen, stark nach Nitrobenzol 
riechenden Fliissigkeit zutage. 

Die chemische Untersuchung dieser Massen, Destillation in saurer 
Lésung mit Wasserdimpfen, wobei eine Olige stark riechende Flissigkeit 
iiberging, Reduktion dieser mii Zink und Schwefelséure zu Anilin sicherte 
die Diagnose. Anilin war in der Fliissigkeit vor der Reduktion nicht 
nachzuweisen. 

Ein durch Einstich in die Fingerbeere entnommener Blutstropfen 
war von braun-roter Farbe; er erinnerte im Aussehen an Methimo- 
globin. Darauf wurde ein Aderlaf von 500 ccm aus einer Armvene ge- 
macht und 2000 ccm physiologische Kochsalzlésung infundiert. Das Blut 
roch nach einigem Stehen deutlich nach Nitrobenzol. 
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Trotz wiederholter Untersuchung durch mehrere Beobachter konnte 
ein Methimoglobinstreifen spektroskopisch nicht gefunden werden. Es 
zeigte sich lediglich rechts anschliehend an die Oxyhaimoglobinstreifen 
eine leichte unscharfe Verdunkelung. Durch Schiitteln mit Luft wurde die 
Farbe des Blutes nicht verandert. 

Die kérperliche Untersuchung der Patientin ergab, daf sie Gravida 
war. Die Pulsfrequenz stieg im Laufe des Nachmittags bis 126, die Atmung 
war anfangs stark beschleunigt, 50—60 in der Minute, die Hauttemperatur, 
die anfangs normal war, stieg gegen Abend auf 38°. 

Gegen 5 Uhr nachmittags verfiel Patientin in einen narkoseartigen 
Schlaf, die Pupillen, die vorher gut reagiert hatten, wurden maximal er- 
weitert und reaktionslos, die Sehnenreflexe schwer auslisbar. 

Auf Inhalation von Sauerstoffgas und Injektionen von Coffein pur. 
besserte sich der Zustand, so dafs Patientin in der Nacht wieder voll- 
kommen zu Bewufstsein kam und spiter ruhig schlief. 

Im weiteren Verlauf trat einige Male Erbrechen auf. Die Massen 
rochen noch nach Nitrobenzol, enthielten aber keine chemisch nach- 
weisbaren Mengen mehr. Auch der Atem der Patientin roch noch 7 Tage 
lang nach diesem Korper. 

Am 16. und 17. waren die Korpertemperaturen noch erhéht, am 
16. um 38°, am 17, um 37,5°. In der Folgezeit war nur einmal, am 
26. eine Steigerung auf 37,9° zu bemerken, im iibrigen blieb die Tem- 
peratur bis zum Austritt am 10. VII. 05 normal. 

Dem aniimischen Aussehen entsprechend war der Blutbefund, an- 
fangs 3880000 Erythrocyten, 65°/o Himoglobin (nach Sahli); am 20. VI. 
war der Himoglobingnhalt auf 48°/o, die Zahl der roten Blutkérperchen 
auf 2500000 gesunken. Die Leukocyten waren vermehrt, anfangs 16000 
spiiter 12000. Auch kurz vor der Entlassung war der Blutbefund noch 
nicht wieder normal: Himoglobin 54°/o, Erythrocyten 2180000, die Zahl 
der Leukocyten war normal 5200, bei der Entlassung enthielt das Blut 
56 °/o Hiimoglobin, 2600000 Erythrocyten und 7450 Leukocyten im Kubik- 
millimeter. 

Bemerkenswert war, dafs niemals abnorme Formen der roten Blut- 
korperchen, keine kernhaltigen, keine punktierten Erythrocyten, oder poly- 
chromatophile Zellen zu sehen waren. Histologisch fand sich tiberhaupt 
kein Zeichen eines abnormen Blutzerfalles; dem entsprechend fehlte 
wihrend der ganzen Beobachtungszeit eine Zunahme von Himatopor- 
phyrin, Urobilin, sowie éhnlichen Substanzen im Harn, nur einmal (am 17.) 
bestand eine leichte Vermehrung des Urobilinogens (nachgewiesen mittels 
der von O. Neubauer angegebenen Methode mit dem Ehrlich’schen 
Dimethyl-p-Amido-benzaldehyd-Reagens), 

Bemerkenswert ist ferner, dafi am 20., also zur Zeit, wo die Anaémie 
ihren Héhepunkt erreicht hatte, eine deutliche Zunahme der Milzdampfung 
(die vorher vollkommen normal sich verhielt) sicher nachzuweisen war. 
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Die Urinuntersuchung ergab zuniichst, da8 auch durch 
die Nieren Nitrobenzol ausgeschieden wurde. In der zuerst 
gelassenen Portion, die hell und von normaler Farbe war, lieB 
sich Nitrobenzol durch Destillation mit Wasserdimpfen in saurer 
Losung nachweisen. 

Der Urin gab ferner: mit Eisenchlorid intensive braunrote 
Farbung, er enthielt kein Eiweib, reduzierte Kupfersulfat in 
alkalischer LOsung direkt nicht, wohl aber nach dem vorherigen 
Kochen mit konzentrierter Salzsaure. Die reduzierte Substanz 
girte nicht und drehte die Ebene des _polarisierten Lichtes 
— (0,25° nach links. Der Urin verhielt sich also in dieser 
Hinsicht, wie in dem von Mering') erwihnten Falle. 

Die Linksdrehung und Reduktion nach dem Kochen mit 
Salzsiiure ist also auf die Anwesenheit von Glykuronsiure zu 
beziehen. Es war nun zunichst daran zu denken, dafi der 
neben dem Nitrobenzol anwesende Korper, der mit Eisenchlorid 
die intensiv braunrote Farbung gab, vielleicht Anilin sein kOnnte, 
das durch Reduktion aus Nitrobenzol sich gebildet habe. Da 
aber Schmiedeberg?) und Fr. Miller’) es wahrscheinlich 
gemacht hatten, daf aus Anilin im TierkOrper p-Aminophenol 
werde, so wurde besonders auf diesen Korper gefahndet. 
Anilin wurde iibrigens niemals im Urin gefunden. Die Unter- 
suchung auf p-Aminophenol im Urin kann nach Fr. Miller 
durch die Indophenolreaktion gefiihrt werden. Sie fiel in dem 
von Fr. Miller beschriebenen Fall von Anilinvergiftung positiv 
aus. Ebenso verhielt sich der Harn unserer Patientin. Die Reaktion 
kann im Harn ohne weiteres, schéner aber im alkalischen Ather- 
extrakt ausgefiihrt werden. Der Harn wird mit konzentrierter HCI, 
dann mit Phenol versetzt, mit Fe,Cl, oxydiert und mit NH, 
alkalisch gemacht. Filtriert man den dabei sich bildenden roten 
Niederschlag ab, so fiarben sich Filter und Filtrat intensiv blau, 
bei Anwesenheit von nur wenig p-Aminophenol blaugriin. 


‘) v. Mering, Zentralblatt fiir die medizin. Wissenschaften 1875, 


*) Schmiedeberg, Diese Zeitschrift. Bd. 1, S. 266, u. Archiv f. 
exper. Pharmakologie u. Pathologie, Bd. VIII, S. 10. 

’) Fr. Miller, Deutsche medizinische Wochenschrift 1887, Vortrag 
gehalten in der Gesellschaft der Charitédrzte. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVI. 32 
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Ich habe die Reaktion mit kaéuflichem reinen p-Aminopheno] 
(Bayer) auf ihre Empfindlichkeit gepriift; es zeite sich, daB noch 
in einer Verdiinnung von 1: 1600000 p-Aminophenol leicht 
damit nachzuweisen ist. Als Aminokérper mubte sich nach dem 
Diazotieren mit a-Naphtol in ammoniakalischer Losung ein Farb- 
stoff bilden. Der Riickstand des alkalischen Atherextraktes 
wurde im Reagenzglas mit verdiinnter HCl aufgenommen, mit 
2 Tropfen Natriumnitritlbsung, wie sie zur Anstellung der 
Khrlich’schen Diazoreaktion verwendet wird, diazotiert, mit 
alkoholischer a-Naphtollésung versetzt: auf Hinzufiigen von Am- 
moniak bildete sich eine intensive schéne rote Farbe. 

Durch die Indophenolreaktion lef sich nachweisen, dab 
der mit ziemlicher Sicherheit als p-Aminophenol anzusehende 
Kérper noch bis zum 26. VI., also noch 12 Tage lang, im Urin 
ausgeschieden wurde. 

Um sicher zu sein, ob der Korper tatsaéchlich p-Amino- 
phenol war, wurde versucht, ihn darzustellen. 

Nach einigen Vorversuchen mit reinem p-Aminophenol 
erwiesen sich zwel Verlahren als geeignet: 1. Die Darstellung 
des Diacetylesters, 2. die des Dibenzolesters. Ersteres, Diacetyl- 
aminophenol,?) entsteht beim Erhitzen mit Hssigsiureanhydrid 
und bildet weibe Bliattchen, die bei 150 bis 151° scharf schmelzen. 

Zur Darstellung aus dem Urin verfuhr ich folgender- 
maben: Der mit HCI versetzte Urin wurde auf dem Wasser- 
bade eingeengt, mit Ather zur Entfernung etwa_ stérender 
Séiuren wiederholt ausgeschiittelt, mit Soda alkalisch gemacht 
und abermals wiederholt extrahiert. Das Extrakt wurde bei 
4)0—S0° abgedampft, der Riickstand mit Essigsiureanhydrid 
aufgenommen, eine Stunde auf dem Drahtnetz bei 140° am 
Riickflubkiihler gekocht, das tiberschiissige Essigsiiureanhydrid 
abdestilliert, der Riickstand mit Wasser und etwas Tierkohle 
versetzt, ausgekocht und filtriert. Das Filtrat erstarrte krystal- 
linisech, es konnte durch Umkrystallisieren mittels Benzol ge- 
reinigt werden. Schmelzpunkt 150°. 

Zur Darstellung der Benzoylverbindung, die ebenfalls 

') Beilstein, Bd. IH, 8. 719. 

Ladenburg, Berichte der Deutsch, chem. Ges., Bd. IX, 5. 1528. 
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von Ladenburg!) erhalten wurde, deren Darstellungsmethode 
aber nicht angegeben ist, konnte wegen der leichten Zersetz- 
lichkeit des p-Aminophenols in alkalischer Lésung nicht die 
gewohnliche Methode der Benzoylierung benutzt werden. Die 
Dibenzoylverbindung schmilzt nach Ladenburg bei 231°. 

Zur Benzoylierung in der Kite eignet sich?) die Pyridin- 
methode. Sie wurde von mir so angewendet, da’ der Riick- 
stand des alkalischen Atherextraktes mit viel Pyridin aufge- 
nommen und unter standiger Kthlung Benzoylchlorid einge- 
tragen wurde. Dabei trat, wie Lassar Cohn angibt, Rétung 
und Abscheidung von salzsaurem Pyridin ein. Nach 6 Uhr 
wurde das Reaktionsgemisch in viel kalte, verdiinnte Schwefel- 
siure getropft. Es schied sich bald eine braune krystailinische 
Masse aus. Aus dieser wurde die anwesende Benzoesiiure durch 
Ather extrahiert, der Riickstand wiederholt aus heiBem Chloroform 
umkrystallisiert. Ich erhielt hierbei schlieblich einen schon krystal- 
lisierten, etwas gefirbten Koérper, der bei 230° scharf schimolz. 

Das aus dem Urin dargestellte Diacetyl und Dibenzoyl- 
produkt stimmte in allen Eigenschaften, Loslichkeit ete., genau 
mit den entsprechenden Produkten aus p-Aminophenol tberein, 
die ich zur Kontrolle hergestellt habe. 

Die Gesamtmenge des ausgeschiedenen p-Aminophenols 
ist schwer zu schiitzen, da einmal nicht die gesamte Urin- 
menge verarbeitet worden, zweitens anfangs durch Fehler 
einiges verloren gegangen war. 

Nachdem erwiesen war, dafi bei unserer Patientin neben 
Nitrobenzol zu einem betrachtlichen Teil p-Aminophenol vom 
Korper ausgeschieden worden war, iiberzeugte ich mich erstens, 
daB das kiufliche unreine Nitrobenzol des Handels, das die 
-atientin wahrscheinlich genommen hatte, kein Anilin oder 
p-Aminophenol enthiélt, da®B zweitens auch im Mageninhalt der 
Patientin keiner der beiden Korper enthalten war. 

Immerhin war es wiinschenswert, da Reduktionen der 
Nitrogruppe zur Aminogruppe im Tierkorper bisher nur spar- 
lich bekannt sind, einige Kontrollversuche am Tier anzustellen. 
') Vergl. Beilstein, Bd. Il, 5. 719. 

2) Lassar Cohn, S. 223. 
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Ich gab Kaninchen 1. Nitrobenzol, 2. p-Nitrophenol, 
3. Ortho-Nitrophenol, 4. Meta-Nitrophenol. 


Nitrobenzol. 


/ 


Nach Gaben von 0,5—O,7 g Nitrobenzol per os (aus 
krystallisiertem Benzol Kahlbaum) zeigen die Tiere bereits 
nach 4 und 6 Stunden leichte Vergiftungserscheinungen. Sie 
liegen apathisch da, fressen nicht mehr recht, erholen sich 
aber, wenn keine weitere Vergiftung vorgenommen wird, bald 
wieder. Die Expirationsluft riecht stark nach Nitrobenzol, 
ebenso der Urin. Dieser gibt alle fiir p-Aminophenol charak- 
teristischen Reaktionen, als welche ich im folgenden immer 
anstellte: 1. die Indophenolreaktion, 2. die Diazotierung und 
Kuppelung mit a-Naphtol, 3. die Rotbraunfirbung mit Eisen- 
chlorid. Der Korper geht nicht aus saurer LOsung, wohl aber 
aus alkalischer in Ather. 

Toétet man die Tiere auf der Hohe der Vergiftung, so 
riechen alle Organe stark nach Nitrobenzol. Das Blut ist dann 
braunrot und zeigt einen Absorptionsstreifen im Rot. Gelingt 
es, die auf der Héhe der Vergiftung sich befindenden Tiere 
wieder zum Leben zu bringen, so ist der Absorptionsstreifen 
im Rot nicht mehr nachweisbar. 

Nach Abklingen der Vergiftung kann der Harn noch 12 
bis 24 Stunden lang die Indophenolreaktion geben. 

Ahnlich, aber schwerer gestaltet sich die Vergiftung nach 
Einfiihrung von 0,5 g Nitrobenzol subkutan. 2 Tiere gingen 
nach 12—14 Stunden zugrunde. Auch hier war p-Amino- 
phenol im Harn leicht nachweisbar. 

Dieser letztere Versuch wurde deshalb angestellt, weil an 
die Moglichkeit zu denken war, daf die Reduktion der Nitro- 
zur Aminogruppe vielleicht (wenn auch nicht wahrscheinlich) 
im Darm nicht im Innern des Korpers vor sich gegangen sein 
kénnte. Der Versuch zeigt aber, dafi es fiir unsere Frage 
gleichgiiltig ist, ob der Nitrokorper in den Darm gelangt ist 
oder nicht. Einen analogen Vorgang beobachtete R. Cohn,!) 


') R. Cohn, Diese Zeitschrift, Bd. XVII, S. 133. 
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indem er zeigte, daf beim Kaninchen m-Nitrobenzaldehyd in 
Acetylamidobenzoesaéure tibergeht, ebenso wenn der Korper per 
os als auch wenn er subkutan eingefiihrt wird. 

Der Ubergang vom Nitrobenzol in p-Aminophenol im 
Tierkorper ist a priori auf verschiedenen Wegen denkbar. 

1. Extra corpus wird Nitrobenzol bei der elektrolytischen 
Reduktion in saurer Losung tiber Phenylhydroxylamin in p-Amino- 
phenol iibergefiihrt, indem zuerst Reduktion, dann Umlagerung 
stattfindet. Die Umlagerung von Phenylhydroxylamin in p-Amino- 
phenol geht bereits beim Erwairmen mit verdiinnten Mineral- 
siuren vor sich. Die Uberfiihrung ist durch folgende Formeln 
charakterisiert : 


NO, NHOH NH, 
JN F Poa 
| | a | sce | | 
avs ed ‘ea 
OH 

Nitrobenzol. 8-Phenylhydroxylamin. p-Aminophenol. 


Daneben entstehen Azoxybenzol, Azobenzol und Hydrazo- 
benzol. 

2. Es ware mdglich, dafi Nitrobenzol zuerst in Anilin, 
dieses dann durch Oxydation in Parastellung in p-Aminophenol 
iibergefiihrt wurde. 

3. Zuerst Oxydation in Parastellung zu_ p-Nitrophenol, 
dann Reduktion der NO,- zur NH,-Gruppe. 

Alle drei Moglichkeiten sind der experimentellen Unter- 
suchung zuganglich. 


1. Verhalten des Phenylhydroxylamins im Tierkorper. 


Hieriiber liegt eine einzige Angabe Lewin’s vor. Lewin’) 
fand im Harn eines Chemikers, der sich bei der Darstellung 
von Phenylhydroxylamin nach Wohl?) vergiftet hatte, eine 
Reaktion, die er als charakteristisch fiir Azoxybenzol aus- 


‘) Lewin, Archiv fiir exper. Pathol. u. Pharmakol., Bd. XXXV, 
S. 401. 
2) Wohl, Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., Bd. XXVII, S. 1432. 
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spricht. Die Reaktion ist folgende: Trocknung der Harne in 
der Wirme, Extraktion mit Petrolather, Abdampfen des Lésungs- 
mittels, Reduktion mit Zinn und Salzsiiure, Filtrieren, Zusatz 
von Chlorkalk. Dabei entsteht-ein «orangefarbener, bei Mehr- 
zusatz des Reagens rot werdender, nach Zusatz eines Uber- 
schusses sich aufhellender, resp. teilweise verschwindender 
Niederschlag». Bei Kaninchen, denen er Phenylhydroxylamin 
eingab, fand er dieselbe Reaktion, dagegen weder Anilin, noch 
Nitrobenzol, noch p-Aminophenol. 

Ich habe mich nun zuniichst davon itiberzeugt, daBb die 
Chlorkalkreaktion Lewins auf Azoxybenzol charakteristisch ist. 

Die Tierversuche nahm ich mit nach Wohl!) resp. Bam- 
berger?) selbst hergestelltem nitrobenzol- und azoxybenzol- 
freiem Phenylhydroxylamin?) vor, nachdem sich gezeigt hatte, 
daB das Phenylhydroxylamin des Handels nicht rein (nament- 
lich azoxybenzolhaltig) war. Der Schmelzpunkt des verwen- 
deten Priiparates lag bei 81°. 

Ich vergiftete 4 Kaninchen mit mehrfachen Dosen von 
0,01—O0,02 g Phenylhydroxylamin per os. Die Tiere gingen 
dabei regelmébig am 2. resp. 3. Tage zugrunde. Die Harne 
untersuchte ich teils nach der Angabe Lewins, teils in anderer 
Weise, da es mir darauf ankam, tiber die Anwesenheit oder 
das Fehlen an p-Aminophenol Aufschluf{ zu erhalten. Das 
Vorhandensein von Azoxybenzol kann ich bestatigen, doch 
ist die Reaktion bereits am 2. Tage nach Aussetzen der Ver- 
giftung nicht mehr nachweisbar gewesen. 

Auf p-Aminophenol suchte ich, indem ich nach Spaltung 
des Harns mit Siiure zuerst mit Ather extrahierte, den Riick- 
stand hiervon alkalisch machte, wieder mit Ather extrahierte, 
mit verdiinnter Salzsiiure aufnahm und die Indophenolreaktion 
anstellte. Diese fiel in allen Féllen sehr intensiv aus. Auch 
im nativen Harn war die Reaktion stets positiv. 


') Wohl, Ber d. Deutsch. chem. Gesellsch., Bd. XXVII, S. 1432. 

*) Bamberger, Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., Bd. XXVII, 
S. 1547 u. 1548. 

*) Das Priiparat halt sich auch im Dunkeln nur kurze Zeit rein 
und muf, daher immer wieder frisch hergestellt werden. 
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Dafi die Reaktion auf die Anwesenheit von p-Amino- 
phenol nicht auf eine etwaige Uberfiihrung ausgeschiedenen 
Phenylhydroxylamins bei der Behandlung in p-Aminophenol zu 
beziehen ist, geht daraus hervor, dafB Phenylhydroxylamin in 
dem alkalischen Atherauszug nicht nachweisbar war. Merk- 
wirdigerweise laBt sich Phenylhydroxylamin bei saurer Reaktion 
aus Harn leicht ausschiitteln. Es ware durch sein intensives 
Reduktionsvermogen (Fehling, und ammoniakalischer AgNO,- 
Losung schon in der Kilte!) sehr leicht nachweisbar gewesen. 

Man konnte noch den Einwand erheben, dai zwar Phenyl- 
hydroxylamin ausgeschieden, sich aber beim Stehen des Harnes 
resp. In der Blase der Tiere in p-Aminophenol umgelagert 
habe. Dab dies nicht der Fall ist, zeigte ein Versuch, bel 
dem einige Kornchen Phenylhydroxylamin 8 Tage lang in ver- 
schlossenem Glas mit Harn in Berthrung blieben, ohne dab 
diese Uberfiihrung stattfand. 

Dab Lewin bet seinen Versuchen p-Aminophenol nicht 
fand, ist begreiflich, wenn man die Unempfindlichkeit der fir 
p-Aminophenol ebenfalls charakteristischen Chlorkalkreaktion 
(Bildung von gelbem, krystallinischem Chinonchlorimid und die 
anfiingliche Violettfirbung durch dasselbe KReagens) kennt. 
Ubrigens fielen auch diese Proben in meinen Fallen im ein- 
geengten atherischen Extrakt aus alkalischer LoOsung  positiv 
aus, nicht aber in den nativen Harnen, die Lewin, wie er 
angibt, mit negativem Resultat untersucht hat. 

Wenn man also nicht die durch nichts gestiitzte An- 
nahme machen will, daf sich etwa ein p-Diamin gebildet habe, 
so kann die Indophenolreaktion in unseren Fiillen als Beweis 
fiir die Anwesenheit von p-Aminophenol gelten. 

Da demnach Phenylhydroxylamin im TierkOrper zum Teil 
in p-Aminophenol iibergebi, so ist der Weg vom Nitrobenzol 
liber diese Substanz zu p-Aminophenol mdéglich. 

2. Vom Anilin haben bereits Schmiedeberg und 
Fr. Miller gezeigt, daB es in p-Aminophenol iibergeht. Ich 
kann diese Angabe mit einem positiven Versuch beim Kaninchen 
bestatigen. 

3. p-Nitrophenol ist bisher nicht untersucht worden. 
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Nach Zufuhr von 0,5 g per os fanden sich alle fiir p-Amino- 
phenol charakteristischen oben erwahnten Reaktionen im Harn, 
sowie im Riickstand des alkalischen Atherauszuges. Auf der 
Hohe der Vergiftung zeigte das Blut der Tiere den gleichen 
Streifen im Rot, wie bei der Vergiftung mit Nitrobenzol. Nach 
1,0 Nitrophenol trat Exitus ein. Ein Teil des p-Nitrophenols 
scheint unverindert ausgeschieden zu werden, wie folgende 
Reaktionen zeigten: Aus saurer Lésung lief sich ein Korper 
ausschitteln, dessen Losung direkt keine Indophenolreaktion 
gab, die aber nach Reduktion mit Zinkstaub und Salzséure 
intensiv auftrat. 

Nitrophenol wird hierbei in p-Aminophenol iibergefihrt. 

Ferner gab der Riickstand des sauren Atherextrates deut- 
liche Millon’sche Reaktion, als Beweis fiir die freie Hydroxyl- 
gruppe in der Parastellung. 

Also auch p-Nitrophenol geht zum Teil in p-Amino- 
phenol tiber. 

Wenn sichim Harne der Nitrobenzolvergiftung unseres Falles 
und ebenso in den Harnen der mit Nitrobenzol vergifteten Ka- 
ninchen eines der drei méglichen Zwischenkérper neben p-Amino- 
phenol nachweisen lief, so kann es woh! als sicher gelten, dab 
iiber diesen die Uberfiihrung von Nitrobenzol in p-Aminophenol 
stattfindet. — Anilin war in allen Fallen leicht auszuschlieben. 

Phenylhydroxylamin mubte nach meinen Vorversuchen 
im Auszug der sauren Losung gesucht werden. Auf die An- 
wesenheit dieses KOrpers kann geschlossen werden, wenn seine 
Losung 1. reduziert, 2. mit Mineralséuren gekocht in p-Amino- 
phenol iibergeht und dann fiir p-Aminphenol charakteristische 
Reaktionen gibt. Ich habe wiederholt vergeblich auf Phenyl- 
hydroxylamin gesucht. 

Dagegen lieB sich regelmaBig p-Nitrophenol durch die 
zwei folgenden Reaktionen nachweisen: 1. Der Riickstand des 
sauren Atherauszuges wurde mit verdiinnter Mineralsiure (HCI 
oder H,SO,) aufgenommen und mittels der Indophenolreaktion 
gepriift. (sie war immer negativ); dann wurde wie aber mit 
Zink- und Salzsiiure reduziert und die Reaktion wiederholt. Zu 
meiner Uberraschung fiel sie jetzt immer sehr intensiv dunkel- 
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blau aus. 2. Der Riickstand gab sehr intensive Millon’sche 
Reaktion.!) 

Nach dem gleichmiBigen Ausfall aller in dieser Richtung 
angestellten Versuche, sowie dem Resultat der Harnuntersuchung 
des Vergiftungsfalles, ist bewiesen, dafi der Tierkérper Nitro- 
benzol ber p-Nitrophenol in p-Aminophenol iiberfiihrt. 


NO, NO, NH, 
i ™, LN 
(), = | | 
ae bd ae i 

OH OH 


Nachdem R. Cohn gezeigt hatte, dafS beim Kaninchen 
m- und p-Nitrobenzaldehyd zum grébten Teil zu m- und p-Amino- 
benzoesdiure reduziert und diese dann mit dem Kssigsiiurerest 
im Organismus gepaart ausgeschieden werden, wiahrend die ent- 
sprechende Orthoverbindung zu 90°/o verbrannt wird, lag die 
Frage nahe, ob bei den Nitrophenolen ahnliche Verhiltnisse 
vorliegen. Vom p-Nitrophenol ist oben gezeigt worden, daB es 
in p-Aminophenol zum Teil tibergeht. m-Nitrophenol war bisher 
ununtersucht, wihrend tiber das Verhalten des o-Nitrophenols 
die Angabe von Baumann und Herter vorliegt, dab es als 
solches ausgeschieden werde. ?) 


Metanitrophenol. 


Zur Entscheidung der Frage, ob nach Verabreichung von 
Metanitrophenol Metaaminopheno! auftritt, erwies sich die Re- 
aktion des Metaaminophenols gegen Phtalsiureanhydrid als 
brauchbar. Nach einem Patent der Bad. Anilin- und Sodafabrik ) 
kondensiert sich Phtalsiureanhydrid mit m-Aminophenol «unter 
der Mitwirkung eines Kondensationsmittels wie konzentrierte 

‘) In einem Fall gelang es, durch Extraktion mit Ather, Abdampfen 
und abermalige Extraktion mit warmem Chloroform einen krystallinischen 
Riickstand zu bekommen, der die Reaktionen auf p-Nitrophenol intensiv 
gab; zur Reinigung und weiteren Identifizierung reichten die geringen 
Mengen nicht. Die Versuche wurden fortgefiilirt. 

2) Baumann u. Herter, Diese Zeitschrift, Bd. I, S. 252. 

3) D. R. P. 44002, 13. Nov. 1887, zitiert nach Richard Meyer u. 
Sundmacher: Zur Kenntnis des m-Amidophenols, Berichte der Deutsch. 
chem. Ges., Bd. XXXII, S. 2118. 
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Schwefelsiiure» zu einer Rhodaminbase. Die Entstehung dieses 
stark fluoreszierenden Koérpers kann zum Nachweis vorhandenen 
m-Aminophenols dienen. 

Nach den Angaben von R. Meyer!) la®t sich die Bildung 
dieser Base direkt im Reagenzglase bei folgender Modifikation der 
Probe fiir unsere Zwecke verfolgen: Wenn man etwas m-Amino- 
phenol und Phtalsiiureanhydrid in konzentrierter Schwefelsiure 
auf einer kleinen Flamme ca. 10 Minuten mit eingesenktem 
Thermometer auf 180—190° erhitzt, erkalten laBt, mit Wasser 
verdiinnt, so entsteht eine stark griin fluoreszierende Losung. 
Beim Schiitteln mit Amylalkohol geht die entstandene Rhod- 
aminbase mit zart roter Farbe und griiner Fluoreszenz in den 
Amylalkohol iiber. Schiittelt man die alkalische Lésung mit 
Ather, so lést sich etwas von der Base darin, jedoch viel 
weniger als im Amylalkohol. Die ftherische Losung ist farb- 
und fluoreszenzlos. Dampft man den Ather ab, so bleibt ein 
zart roter Anhauch zurtick, der sich in Amylalkohol mit der 
charakteristischen Farbe und Fluoreszenz lost. 

Auf diese Weise laBt sich, wie ein Vorversuch ergab, 
zugesetztes m-Aminophenol auch im Harn nachweisen, wenn 
man ihn bei alkalischer Reaktion mit Ather extrahiert. 

Kinem Kaninchen wurden 0,5 ¢ m-Nitrophenol mit der 
Schlundsonde eingegeben, der Urin wie in den iibrigen Ver- 
suchen aus der Blase ausgeprebt. Er war normal gefirbt. Der 
Atherextrakt aus saurer, aufgekochter Liésung fiirbte sich nach 
dem Abdampfen und Aufnehmen mit Wasser auf Zusatz von 
Alkali gelb, woraus hervorgeht, daB wohl ein Teil des Nitro- 
kérpers als solcher in den Harn iibergegangen war. Das Aus- 
geschiittelte. wurde alkalisch gemacht, abermals mit Ather 
extrahiert, abgedampft, in konzentrierter Schwefelsiure auf- 
genommen und mit einer guten Messerspitze von Phtalsiure- 
anhydrid nach der oben angegebenen Methode erwiirmt. Nach 
dem Versetzen mit Wasser trat dann bereits deutlich die Rot- 
fiirbung und die griine Fluoreszenz der Rhodaminbase auf. Die 
Rhodaminbase war in Amylalkohol leicht, in Ather schwerer lislich, 

Hieraus geht hervor, da®f auch m-Nitrophenol 


‘) Berichte der Deutsch. chem. Ges., |. ¢. 
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vom Organismus des Kaninchens zum Teil zu m-Amino- 
phenol reduziert wird. 


Orthonitrophenol. 


Von diesem Koérper geben Baumann und Herter!) an, 
daB er als solcher aus dem Organismus ausgeschieden wurde. 
Sie fanden nach Zufuhr von 2 g beim Hund einen Teil im 
Urin wieder. 

Zur Identifizierung etwa ausgeschiedenen Orthoaminophenols 
konnte die Eigenschaft des Orthoaminophenols verwendet werden, 
mit Saureestern Anhydroverbindungen zu bilden. So gibt Ortho- 
aminophenol mitAcetessigsiiureiithylester?) Anhydroaminophenol- 
acetessigester. bisher ist es mir nicht gelungen, die Entstehung 
einer entsprechenden o-Aminoverbindung nach Zufuhr von 
o-Nitrophenol zu beweisen. 


Da sowohl per os als subkutan zugefiigtes Nitrobenzol 
im Organismus tuber p-Nitrophenol in p-Aminophenol umge- 
wandelt wird, lag es nahe, diese Reaktion auch bei der Tatig- 
keit intracellulirer Fermente zu_ priifen. Ich habe deshalb 
gemeinsam mit Herrn S. Weil Autolyseversuche nach Zusatz 
kleiner Mengen Nitrobenzol bei Leber und Milz vorgenommen. 
Nach den bisherigen Versuchen, itiber deren genauere Anord- 
nung spiter berichtet werden soll, ist es sicher, dai auch 
hierbei Nitrobenzol in Para-Aminophenol umgewandelt wird. 


7). @ 
?) Beilstein, Bd. Hl, 8. 713. 


Miinchen, den 28. November 1905. 











Uber den Nachweis von Blutfarbstoff mit Hilfe der Adler’schen 
Benzidinprobe. 
Von 
O. Schumm und C. Westphal. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Allgemeinen Krankenhauses 
Hamburg-Eppendorf.) 


a 


(Der Redaktion zugegangen am 7, Dezember 1905.) 


Q. und R. Adler haben im vorigen Jahre zwei Reaktionen 
zum Nachweis von Blutfarbstoff angegeben. Zur Erkennung 
von Blutflecken benutzen sie das Leukomalachitgriin, zum Nach- 
weis von Blutfarbstoff in Faeces das Benzidin, wahrend sie fiir 
Harn beide Stoffe verwenden. 

Die Probe mit Leukomalachitgriin haben wir weniger oft 
angewandt, sie schien uns vor der Benzidinprobe nichts voraus 
zu haben. Dagegen haben wir die Benzidinprobe eingehend 
gepriift, da uns in erster Linie der Nachweis von Blutfarbstoff 
in Faeces interessierte und dazu von O. und R. Adler eine 
spezielle Vorschrift unter Verwendung von Benzidin angegeben ist. 

Wir haben zuniichst die Benzidinprobe als solche in ihrem 
allgemeinen Verhalten gepriift und sie dann auf blutfarbstoff- 
haltige Faeces angewandt. 

Die im Handel befindlichen Praparate von «Benzidin. puriss. 
sind durchaus nicht gleichwertig. Ein Praparat von Merck war 
mindestens zehnmal so wirksam als ein frisch bezogenes «Ben- 
zidin. puriss.» anderer Herkunft. — Die vorschriftsmabig her- 
gestellten LOsungen, auch der sehr wirksamen Prdaparate, zeigten 
gelegentlich schon nach fiinf Tagen eine deutliche Abnahme 
ihrer Wirksamkeit. — Es kommt vor, dab altere Benzidin- 
losungen an sich bei Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd und Essig- 
siiure schon eine bliiulich-griine Farbung gaben. 

Der Ausfall der Reaktion ist abhiingig von dem Mengen- 
verhiiltnis, in dem die einzelnen Reagentien angewandt werden. 
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Weiterer Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd kann eine entstandene 
Griinfarbung nachtriaglich zum Verschwinden bringen. Wendet 
man von vornherein einen Uberschu8 von Wasserstoffsuperoxyd 
an, so kann die Farbstoffbildung unter Umstinden ganz aus- 
bleiben. Die Anwendung stiirkerer Wasserstoffsuperoxydlésungen 
ist daher nicht zu empfehlen. Zahlreiche Versuche, in denen 
wir das Mengenverhiltnis der Reagentien auf die verschiedenste 
Weise anderten, ergaben, dafi man zu der zu priifenden Fliissig- 
keit zweckmabig zuniachst etwa 2 ccm frische, konzentrierte 
Benzidinlosung, dann einige Tropfen Essigsiure und endlich 
2 ccm Wasserstoffsuperoxyd (5°/o) zusetzt. Das ist dasselbe 
Verhaltnis, das von O. und R. Adler in der Vorschrift fiir die 
Stuhluntersuchung angegeben ist. 

Diese Empfindlichkeit der Benzidinprobe haben wir an 
frischem, defibriniertem menschlichen Aderlafblute  gepriift, 
indem wir es kurz nach der Entnahme stufenweise mit Wasser 
verdiinnten und unverziiglich feststellten, bei welchem Grade 
der Verdiinnung innerhalb zwei Minuten noch eine deutliche 
Reaktion erhalten wurde. Gleichzeitig und an derselben Blut- 
losung haben wir auch die Empfindlichkeit der Schoénbein- 
van Deen’schen Guajakprobe unter Benutzung zuvor gepriiften 
verharzten Terpentindls und frischer Guajaktinktur festgestellt. 
Unter Anwendung von je 8 ccm der Blutlésung ergab sich 
folgendes: 




















| Benzidinprobe | Guajakprobe 
Fliissigkeit innerhalb | 
le oc 1 Minute griinlich, inner- , 
ies -9 5 vatiw 
Lésung | : 200 000 halb 2 Minuten blaulich- | meget 
a F grun 
hes Flissigkeiit innerhalb | aialildies 
biteedens 1 Minute blaulich-griin | aan 
we eee aan 
‘1: 50000 stark positiv | negativ 
| | 
-™ | | Innerhalb 1 Minute 
| Blaulich-Griin-, 
Wasser |1: 25 000 stark positiv | _imnerhalb 2 Minuten 
| | Griinlich-Blau-Farbung 
| | der oberen (Terpentindél-) 
| | Schicht. 
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Demnach ist defibriniertes menschliches Blut in reiner 
wisseriger LOsung mittels der Benzidinprobe noch in einer 
Verdiinnung von 1: 2000001) und mittels der Guajakprobe in 
einer Verdiinnung von 1:25000 nachzuweisen. Durch eine 
sachgemaB ausgefiihrte Benzidinprobe sind wir also im ge- 
gebenen Falle imstande, die Anwesenheit selbst winziger Spuren 
slut mit Bestimmtheit ausschlieBen zu kénnen, wie dies auch 
von ©. und RK. Adler hervorgehoben ist. Die Benzidinprobe 
ist deshalb sowohl fiir gerichtliche wie auch fiir medizinisch- 
chemische Untersuchungen wertvoll. Daf Eisensalze die An- 
wendung der Probe verbieten, ist zu beachten. — Leider ist 
ein positiver Ausfall der Probe weniger beweisend als der 
negative. Im allgemeinen kommen hier die gleichen Fehler- 
quellen in Betracht wie bei der Guajakprobe; nur macht die 
auberordentliche Empfindlichkeit der Benzidinprobe doppelte 
Vorsicht notig. 

Dab oxydierende Fermente einen positiven Ausfall der 
Benzidinprobe bewirken, ist schon von O. und R. Adler an- 
gegeben worden. Die Autoren weisen darauf hin, daf in 
tierischen, Leucocyten fiihrenden Fliissigkeiten (Harn, Speichel, 
Kiter) solche Fermente zu vermuten sein werden, die ja be- 
kanntlich durch Kochen zerstort werden konnen. 

In einer Abhandlung «Uber den Nachweis von Blutfarb- 
stoff in den Faeces» bezeichnet M. Siegel es als einen Vorteil 
der Benzidinprobe gegeniiber der Guajakprobe, «daBh sie mit 
Milch und Eiter, d. h. also mit Oxydasen keine positive Reaktion 
gibt.» Da diese Bemerkung zu den Angaben von O. und 
R. Adler in Widerspruch steht, haben wir sie nachgepriilt 
und kénnen die Angaben Adler’s vollauf bestitigen: Oxy- 
dierende Fermente, sowohl tierischer wie pflanzlicher Herkunft, 
geben ausgesprochen positive Benzidinreaktion. Hiervon kann 
man sich leicht iiberzeugen. Man braucht nur die Bruchflache 
einer rohen, frischen Kartoffel mit den Reagentien zu_ be- 
netzen, um sogleich eine intensive Griinblaufirbung zu erhalten, 
wiihrend bei einer gut durchgekochten Kartoifel die Reaktion 
nicht eintritt. 





') Nach O. und R. Adler 1: 100000. 
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Analog verhalten sich z. B. frische Wallniisse, zerstoBene 
Erbsen, Bohnen, pulverisiertes Gummi arabicum, Prebhefe, Milch, 
kalt hergestellte wiisserige Ausziige aus Hafergriitze, Weizen- 
mehl, frischen Laubbliittern ete. Auch Eiter, Speichel, das Sekret 
der Nasenschleimhaut, Darmdetritus und Darmschleim (in dem 
sich mikroskopisch nur Leucoeyten nachweisen lieben) gaben 
mehr oder weniger stark positive Proben. Ferner bestiitigte 
sich die Angabe von O. u. R. Adler, dafi Rhodansalze und 
Eisenoxydulsalze positive Reaktion geben. Wir erhielten auber- 
dem positive Reaktion mit Kupferoxydul, Jodkalium, «Carbo 
animalis puriss.» und endlich auch mit metallischem Eisen, 
Platin, Kupfer, die sowohl in Form von Pulver oder feinen 
Spiinen als auch in Gestalt von blech reagieren. Dies ist zu 
beachten, wenn Fiecke, die sich an metallischen Gegenstinden 
befinden, auf Biut gepriift werden sollen. 

Zur Untersuchung der Faeces auf bBlutfarbstolff geben 
O. u. R. Adler folgende Vorschrift: 

«Eine kleine Quantitit der zu untersuchenden Faeces wird 
mit etwas Wasser aufgeschwemmt. Man versetzt 5 ccm der 
unfiltrierten Aufschwemmung mit 2 ccm der friher erwihnten 
BenzidinlOsung und mit 2 cem Wasserstoffsuperoxyd (3°/o) und 
fiigt einige Tropfen Essigsiiure hinzu. Bei Gegenwart von blut 
tritt eine intensive Griinfarbung ein.» 

Diese Probe ist einfach, sehr empfindlich und bei negativem 
Ausfall im allgemeinen eindeutig, sodafii sie sehr wohl geeignet 
ist, die Abwesenheit von Blutfarbstoff darzutun. Ein positiver 
Ausfall ist aber durchaus nicht eindeutig, da er auch durch 
andere in den Faeces vorkommende Stolfe verursacht werden 
kann. Die Vorschrift von O. u. R. Adler geniigt also nicht 
allen Anforderungen, die man an eine zuverliissige klinische 
Probe stellen muf. 

Man kann allerdings eine Reihe von Fehlerquellen dadurch 
ausschlieben, dal} man die Faecesaufschwemmung vor Anstellung 
der Probe kocht und wieder abkiihlt. Dadureh geht aber ein 
wesentlicher Vorzug des urspriinglichen Adler’schen Ver- 
fahrens, niémlich die Einfachheit verloren, soda es dann 
doch richtiger scheint, die Probe iiberhaupt wie bei der 
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Weber’schen Methode am Essigsiureitherextrakt der Faeces 
auszufiihren. 

Wir fiihren die Reaktion so aus, da wir das durch Aus- 
schiitteln mit Wasser gereinigte Essigsaiureaitherextrakt mit 2 cem 
Benzidinlésung und einigen Tropfen Essigsaéure vermischen und 
dann vorsichtig 2 cem Wasserstoffsuperoxyd (39/0) unterschichten. 

In dieser Form haben wir die Methode angewandt, um 
Aufschlubi iiber die etwaige Anwesenheit geringster Mengen von 
Blutfarbstoff in Faeces zu erhalten, und gefunden, daf sie bei 
wissenschaftlichen Untersuchungen vorziigliche Dienste leisten 
kann, wiihrend sie uns fiir die allgemeine klinische Verwendung 
zu empfindlich erscheint. Uber unsere bei Faecesuntersuchungen 
gewonnenen praktischen Erfahrungen mit der Benzidinprobe soll 
an anderer Stelle ausfiihrlicher berichtet werden. 


Literatur: 


QO. und R. Adler, Uber das Verhalten gewisser organischer Ver- 
bindungen gegeniiber Blut mit besonderer Beriicksichtigung des Nach- 
weises von Blut. Diese Zeitschrift, Bd. XLI, 5S. 59—67, 1904. 

M. Siegel, Uber den Nachweis von Blutfarbstoff in den Faeces. 
Miinchener med. Wochenschrift, 1905, Nr. 33, S. 1579—1581. 

H. Schade, Die elektro-katalytische Kraft der Metalle. Leipzig, 
Verlag von F. C. W. Vogel, 1904. 








Uber das Chromogen des sogenannten Skatolrotes. 
(Berichtigung.) 
Von 
Louis ©. Maillard. 
Professeur agrégé a la Faculté de Médecine de ) Universite de Paris, 


Der Redaktion zugegangen am 11. November 1906.) 


In einer jiingst in dieser Zeitschrift!) erschienenen, sehr interes- 
santen Arbeit «Uber das Chromogen des sogenannten Skatolrotes im 
normalen Menschenharn» gibt Herr J. Ph. Staal eine Kritik der An- 
nahmen seiner Vorgiinger auf diesem Gebiete und zihlt mich zu den- 
jenigen, die die Skatoxyltheorie fiir unberechtigt halten. Dies ist in 
der Tat meine Ansicht, die ich mit Argumenten, die auch Herr Staal 
fiir «beachtenswert» halt, zu begriinden gesucht habe. Meine Behauptung 
ging zwar nicht dahin, das Vorhandensein von Farbstoffen zu leugnen, 
die dem Skatol ihren Ursprung verdanken, sondern ich habe nur_ be- 
stritten, dafsim Harn ein Farbstoff vorkomme, der die sogenannte Skatoxyl- 
gruppe enthalte, wie z. b. eine Skatoxylschwefelsiure, wenn auch eine 
solche Annahme durch die Analogie mit dem Indoxy] resp. der Indoxyl- 
schwefelsiure etwas Verlockendes hatte. Ich habe ja gezeigt, dafi ein 
solches, mit dem Indoxyl homologes Skatoxyl, mit der bekannten 
Struktur der ganzen Indolgruppe unvereinbar wire. 

In bezug auf einen andern Punkt indessen ist Herrn Staal ein 
Mifiverstandnis begegnet, das ich mich genotigt sehe, aufzuklairen, wenn 
er namlich schreibt:?) «So auch Maillard: alle derartigen Farbstoffe 
seien Indigorot (ungeachtet der Unléslichkeit in Chloroform),» so muf ich 
bemerken, daf\ ich nicht nur weit entfernt war, jemals das Indirubin mit 
den andern roten Harnfarbstoffen zu identifizieren, sondern dafs ich meines 
Wissens auch der erste gewesen bin, der gerade diesen Unterschied scharf 
betont hat. Als Beweis hierfiir geniigt ein Blick auf das Inhaltsverzeichnis 
der von mir im Juli 1903 publizierten zusammenfassenden Arbeit,*®) in 
der es heifit: 

Kapitel IX. Die blauen und roten Farbstoffe des menschlichen 


Harns. ig CT a taal alr aa &9 
A. Die blauen Harnfarbstoffe .-.....e+.e.-+-vecee- QQ) 
B. Die mit dem Indirubin identischen roten Harnfarbstoffe . 97 


C. Die vom Indirubin verschiedenen roten Harnfarbstoffe . 104 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 236. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 244. 

*) L. CG. Maillard, L’indoxyle urinaire et les couleurs qui en 
dérivent. — 1 vol. in 8°, 120 p. Paris, Schleicher fréres, 1903. 


-~ 
—_ 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLVI. 
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Um meinen Standpunkt in betreff der vom Indirubin verschiedenen 
roten Harnfarbstoffe néiher priizisieren zu kinnen, lasse ich den Ab- 
schnitt C des Kapitels 1X der betreffenden Arbeit hier folgen'): 

«C. die vom Indirubin verschiedenen roten Harnfarbstoffe. 

Man hat scharf zu unterscheiden zwischen dem Indirubin, das in 
Chloroform léslich ist und aus dem Chloroformextrakt nicht mehr in 
Wasser, welche Reaktion dieses auch habe, tbergeht, und zwischen einer 
Reihe anderer Farbstoffe, die, zwar in Wasser léslich, von Chloroform 
aber nicht aufgenommen werden. 

Diese letzteren Substanzen, zu denen das Uroerythrin von Simon, 
das Purpurin von Golding Bird, das Uromelanin von Thudichum, 
das Urorubrohiimatin von Baumstarck, das Urorosein von Nencki 
und Sieber, der Giacosa’sche und andere Farbstoffe gehéren, haben 
einen andern Ursprung, und wahrscheinlich wiirde eine sorgfaltige Ver- 
gleichung der einzelnen Produkte zu einer weit einfacheren Benennungsart 
fiihren kOnnen, wie ich eine solche ja fiir die in Chloroform léslichen 
Farbstoffe erreicht habe, doch liegt dies auferhalb des Rahmens der vor- 
liegenden Untersuchung. 

Moglicherweise waren der besagten Gruppe auch noch gewisse 
ungeniigend definierte Harnfarbstoffe beizugesellen, die von verschiedenen 
Autoren nach Verabreichung von Skatol per os und subkutan beobachtet 
wurden und filschlicherweise als Skatoxyl-Farbstoffe bezeichnet sind. 

Die obengenannten, in Wasser léslichen Substanzen mégen ja auch 
gleichfalls mehr oder weniger direkt vom Skatol oder doch wenigstens 
vom Indolkern abstammen, haben aber dann jedenfalls keine Formel, in 
der die sogenannte Skatoxylgruppe vorhanden ist. — Der Untersuchung 
erOffnet sich hier noch ein weites Feld.» 

In den eben zitierten Siatzen gab ich am Schlusse einer Arbeit 
iiber die physiologischen Indolderivate ein kurzes Untersuchungsprogramm, 
dessen Bearbeitung fiir eine zweite Publikation tiber die Skatolderivate 
vorgesehen war; hier sind diese Zeilen nur angefithrt, um meine Auf- 
fassung klar zu stellen und zu zeigen, dafi ich stets scharf unterschieden 
habe?) zwischen dem chloroformléslichen Indirubin und den andern 
wasserliéslichen Harnfarbstoffen. Gerade mit der Extraktion durch 
Chloroform habe ich ein Trennungsverfahren*) geschaffen, das sich den 
schiirfsten quantitativen Methoden an die Seite stellen kann. Diese Richtig- 
stellung wird, wie ich hoffe, geniigen. Unerklarlich bleibt mir nur, wie 
ein solcher Irrtum hat aufkommen kénnen, und ich kann ihn héchstens 
auf unachtsames Lesen meiner Abhandlungen zuriickfiihren; vielleicht 
ist aber auch die falsche Auffassung meiner Ansichten aus der Arbeit 


') Dieser Abschnitt ist aus dem Franzésischen méglichst wortgetreu 
iibersetzt worden. 

2) L. C. Maillard, |. c., S. 88—105. 

3) L. C. Maillard, |. c., S. 28, 72, 82 usw. 
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zweier franzisischer Chemiker, der Herren Ch. Porcher und Ch. Her- 
vieux,') tibernommen worden, die ich auf ihren Irrtum bereits hin- 
weisen mufite?) und die keinen Anstand genommen haben, ihn zuzugeben.*) 

Was das Skatolrot angeht, so habe ich, wie gesagt, niemals seine 
Existenz, noch auch seine Abstammung vom Skatol bestritten, nur gegen 
die Auffassnng, es sei ein Skatoxylderivat, etwa eine Skatoxylschwefel- 
siure, habe ich mich gewandt. Um so interessanter miissen mir jetzt die 
Resultate Staals sein, der beweist, dafi dieses Chromogen weder eine 
gepaarte Schwefelsiure (bezw. Glukuronsdure) ist, noch auch zum Skatol 
[in seiner chemischen Struktur wenigstens] eine direkte Beziehung hat. 

Meine Auffassung ferner, daf\§ die von Brieger, Otto, Leube, 
Mester, Thormihlen und anderen beschriebenen Farbstoffe unreine, 
zum Teil Indirubin enthaltende Produkte seien,*) wird von Porcher und 
Hervieux®) zugegeben. 

Da mir damals iiber Verfiitterung von Skatol nur die dilteren Ar- 
beiten von Brieger bekannt waren, der ein mit Indirubin vermischtes 
Produkt beschrieb, so kam ich naturgemifS§ zu dem Schluf, das Skatol 
kénne vielleicht zum Teil in Indoxyl tibergehen, jedoch mit der Ein- 
schrankung: «Damit soll nicht gesagt sein, dafS nicht ein Teil des Skatols 
noch in andere Korper iibergehe und daf§ man nicht im Harn Skatol- 
derivate finden kann».*) Nun ist hierin von Porcher und Hervieux 
Klarheit geschaffen, die streng erwiesen, dafs die Verfiitterung von Skatol 
iberhaupt nicht zum Auftreten von Indoxyl im Harn fihrt. 

Der Auffassung des Hern J. B. Staal, betreffs des Skatolrotes, 
stimme ich, wie noch einmal hervorgehoben sei, vollstindig zu, wie ja 
auch keine meiner Arbeiten in einem Widerspruch zu ihm steht; war 
ich doch vielmehr der erste, der diese Untersuchungen anbahnte, die, 
wie ich hoffe, bald zu voélliger Aufklaérung fiihren werden. 


') Ch. Porcher und Ch. Hervieux, Sur les pigments d’origine 
scatolique et la question du scatoxyle. — Journ. de Pharm. et Chim., 
Bd. XXI, S. 55 (1905). 

*) L. G. Maillard, Sur les pigments dorigine scatolique et la 
question du scatoxyle. Journ. de Pharm. et Chim., Bd. XXI, S. 187 (1905). 

3) Ch. Porcher und Ch. Hervieux, Diese Zeitschrift, Bd. XLV, 
S. 496, und Journ. de Physiol., Bd. VI, S. 815 (1905). 

*) L. C. Maillard, i’indoxyle urinaire ete., S. 99, 100, 111 usw. 

5) Ch. Porcher et Ch. Hervieux, Journ. de Pharm. et de Chim., 
Bd. XXI, S. 56—58 (1905). 

®) L. CG. Maillard, L’indoxyle urinaire ete., S. 111. 








Phrenosin und Cerebron. 


Von 


H. Thierfelder. 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Dezember 1905. 


Vor kurzem erschien eine Untersuchung von Posner und Gies‘) 
liber das Protagon, in der auf 5S. 72 ff. die Ansicht ausgesprochen wird, 
dafi die Arbeiten von FE. Wérner und mir tiber das Cerebron*) eigent- 
lich nur Neuentdeckungen von Thudichum bereits vor Jahren ermittelter 
Resultate enthalten und dafi zur Zeit kein Grund vorlhegt, das Cerebron 
nicht fiir identisch mit Thudichum’s Phrenosin zu halten. Sie schlagen 
deshalb vor, den Namen Cerebron fallen zu lassen und die als Spaltungs- 
produkt dieser Substanzen erhaltene Saure, welche von Thudichum 
als Neurostearinsiiure, von mir als Cerebronsiiure bezeichnet worden ist, 
Phrenosinsiiure zu nennen. 

Ich mochte dazu folgendes bemerken: 

1. Im Jahre 1874 wendet Thudichum?’) die Bezeichnung Phrenosin 
zum erstenmal auf eine aus dem Gehirn isolierte phosphorfreie Substanz 
an, welche bei der Analyse als héchsten Kohlenstoffgehalt 66,6°/o gab 
und fiir die er verschiedene Formeln C,,H,gNO,, €,,H,,NO,, Csg,H, NOs 
berechnet. Spiiter‘) erklirt er diesen Kérper selbst fiir eine Mischung 
und verwirft die Forme]n. 

Im Jahre 1881 teilt Thudichum®) neue Analysen des Phrenosins 
mit, welches «bis auf weniger als 1°/o Beimischung rein» ist. Die fol- 





') The Journ. of Biolog. Chemistry, Bd. I, S. 59. 

?) Diese Zeitschr., Bd. XXX, $8. 542; Bd. XLII, 8. 21; Bd. XLIV, S. 366. 

*) Researches on the Chemic., Constitution of the Brain. Appendix 
Nr. 5 to Reports of the Medical officer of the Privy Council and Local 
Government Board. New Series Nr. Ill. Dieses Buch konnte ich weder 
auf der Kgl. noch auf der Universititsbibliothek in Berlin und Géttingen 
erhalten. Die obigen Angaben entnehme ich einer Arbeit von E. Drechsel 
(Journ. f. prakt. Chem. N. F., Bd. XXV, 5. 190, 1882), in der die Unter- 
suchung von Thudichum besprochen wird. 

‘) Journ. f. prakt. Chem. N. F., Bd. XXV, S. 521, 1882. 

5) Ann. of Chemical Medicine, Bd. II, S. 1, 1881. 
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gende Tabelle, welche die Resultate der Analysen und die Angaben 


iiber die 
Thudichum’s. 


benutzten Methoden enthalt, entspricht 


der Originaltabelle 








—_—<—<——————— 











a b ( oh ee g h | i k 
C | 67.71 67,89 67,67) 68,56 
H | 11,62) 11,42) 1123) — | | 
N | 245! 213] 207 229 | 218 | 234 | 1,768! 1,690! 1,715 
O | 18,51| 18,56 19,03 . | | —_ 
100,00 100,00 100,00, — : | 


By combustion in 
vacuo; C and N 


weighed 





volumetrically; H,O | 


By combustion in 


CO, 
CO, atmosphere; 
| welg- ’ 
gas volumetrically 
hed 


estimated 


By combustion with 


| soda-lime: Pt salt 


weighed 


Als Mittelwert dieser Analysen berechnet Thudichum (S. 46) 
C 67,957, H 11,426, N 1,997, O 18,696. Zur Erkléirung der ungeniigenden 
Ubereinstimmung dieser analytischen Werte mit denjenigen, welche die 
aus den gefundenen Spaltungsprodukten berechnete Formel des Phrenosins 
verlangt (siehe weiter unten), schreibt Thudichum'‘): «Die Analysen 
aller milf so hohem oder noch héherem Kohlenstoff versehenen Hirnedukte 
Fehler- 
quelle behaftet, welche bisher hat weder ermittelt noch ausgeschlossen 
werden kénnen.»(!) 


sind mit einer den Kohlenstoff niedriger erscheinen lassenden 


Die Einheitlichkeit des Phrenosins ist durch diese Analysen um so 
weniger bewiesen, als sie sich offenbar alle auf ein und dasselbe 
Praiparat beziehen. 

Als Material fiir die Spaltung beniitzt Thudichum nur zum Teil 
dieses «reine» Phrenosin, zum Teil unreines, noch anorganische Bestand- 
teile enthaltendes Substanzgemenge. Als Produkte der vollstaéndigen Hydro- 
C.H,,0,, Sphingosin C,,H,,NO, und 
Neurostearinséiure C,,H,,0, und berechnet daraus fiir das Phrenosin in 
der Annahme, dafi ein Molekii!l bei der Spaltung je ein Molekiil dieser 
drei Kérper liefert, die Formel C,,H,,NO,. 


C,,I LjgNOg + 2 H,O — CoH! Ms + C,,;1 1,,NO, + Cy gl ga! My. 


lyse findet er Cerebrose (Galactose) 


Annahme lhefern mit 


quantitative Spaltungsversuche nur eine schwache Stiitze, denn es werden 


Fur diese «reinem» Phrenosin angestellte 


gefunden (durch Wigung und Berechnung, welche auch nicht einwandsfrei 


‘) Die chemische Konstitution des Gehirns. Tiibingen 1901. 
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erscheint) etwa 18°/o Galactose, 29,6°/o Sphingosin und 33,8° 0 Neuro- 
stearinsdure, wiihrend die Theorie 25,25°/o Galactose, 40°'o Sphingosin 
und 40°/o Neurostearinsaéure verlangt. 

Die aus dieser Formel berechnete prozentische Zusammensetzung 


betragt: 
69,00 C 11,08 H 1,96 N, 
wihrend die aus den Analysen sich ergebenden Mittelwerte sind: 
67,96 C 11,43 H 1,997 N 


Aus dem Gesagten ergibt sich, dafs es falsche Vorstellungen uber 
den Sachverhalt erwecken muf, wenn Posner und Gies in einer 
Tabelle, in der die prozentische Elementarzusammensetzung von Phrenosin, 
Pseudocerebrin, Cerebron und einiger Cerebrine neben einander auf- 
gefihrt wird, schreiben 

C H N O 
Thudichum’s Phrenosin (1874) 69,00 11.08 1,96 17,96 
Gamgee’s Pseudocerebrin (1880) 68,89 11,87 1,83 17,41 
Wornerund Thierfelder’s Cerebron (1900) 69,16 11,54 1,76 17,54 


Da die fiir die iibrigen in diese Tabelle aufgenommenen Sub- 
stanzen erhaltenen Werte durch Elementaranalyse gewonnen worden 
sind, so mufiten auch fiir das Phrenosin nicht die einer berechneten 
Formel entsprechenden Daten, sondern die analytischen angegeben 
werden. Diese sind aber 


C H N 
67,96 11,43 1,997, 


stimmen also mit den fiir das Cerebron erhaltenen nicht iiberein. 


2. ImJahre 1900 beschrieben E. W6rner undich einen mit indifferenten 
Methoden und unter Vermeidung hdherer Temperatur aus dem Gehirn 
isolierten Stoff, dessen Einheitlichkeit und chemische Individualitét wir 
durch zahlreiche Analysen der aus verschiedenem Ausgangsmaterial ge- 
wonnenen Priaparate, durch Schmelzpunktsbestimmungen, sowie dadurch 
feststellten, daB die Substanz, in 85°/oigem Alkohol suspendiert, bei 40 bis 
50° aus dem knolligen in den krystallisierten Zustand tiberging. Die 
mittlere prozentische Zusammensetzung betrigt (unter Beriicksichtigung 
auch spiter ausgefiihrter Analysen) C 69,19, H 11,85, N 1,76. 

Es war uns entgangen, da schon 20 Jahre vorher Gamgee'‘) 
dieselbe Substanz isoliert und Pseudocerebrin benannt hat. Siehe dariiber 
meine Ausfiithrungen in dieser Zeitschrift Bd. XLII, 5. 21. 

Weiterhin wurde festgestellt, daf$ bei der hydrolytischen Spaltung 
das Cerebron in drei KGrper zerfallt: Galactose, Sphingosin und eine Oxy- 
fettsiure von der Zusammensetzung C,,H,,0,, die Cerebronsadure genannt 
wurde. Die Resultate quantitativer Spaltungsversuche und die analytisch 


') Textbook of the Physiol. Chemistry, London 1880. 


Penta: 





wee 
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ermittelte Zusammensetzung liefen den Schluf& zu, daf— dem Cerebron 
die Formel C,,H,,NO, zukommt und dafi der Zerfall nach folgender 
Gleichung verlauft: 

C,,H,,NO, + 2 H,O = C,H,,0, + C,,H,,NO, + C,,H,,0,. 

Wenn nun Posner und Gies der Meinung sind, dafs dieselben Tat- 
sachen, welche diese Gleichung ausdriickt, schon vor mehr als 20 Jahren 
von Thudichum durch die Gleichung 

C,,H, NO, +- 2 H,O = C,H,,0, + C,,H,,NO, + C,,H,,0, 
gezeigt worden sind, so kann ich diese Ansicht nicht teilen. 

Die Analysen der Neurostearinsiure und ihres Athylesters stimmen 
sehr gut fiir die Formel C,,H,,O, bezw. C,,H;,0, (C,H,) und nicht zu 
den Formeln C,,H,,0, bezw. C,,H,,O, (C,H,) (Unterschied iiber 0,5°/o C). 
Die Analysen der Cerebronsaure, des cerebronsauren Natrons, des Natron- 
salzes der Acetylverbindung stimmen sehr gut zu den Formeln C,,H,,C, 
bezw. C,,H,,NaO, bezw. C,,H,,0,Na (CH,CO) und nicht zu der Formel 
C,3H,,0, usw. Die Neurostearinsiure schmilzt bei 84°, die Cerebron- 
sdure bei 99°. Die beiden Siuren zeigen also verschiedene Zusammen- 
setzung und verschiedenen Schmelzpunkt. 

Fs gibt nur zwei Moglichkeiten: Entweder hat Thudichum eine 
reine Saéure in Hinden gehabt und analysiert, dann sind Phrenosin und 
Cerebron verschiedene Koérper. Oder er hat unreines Material unter- 
sucht, dann sind seine Angaben tiber die Zusammensetzung der Siure 
und damit auch des Phrenosins unrichtig und das Phrenosin wire viel- 
leicht als unreines Cerebron zu bezeichnen, aber nicht das Cerebron als 
Phrenosin. 

Kine sichere Entscheidung ist nicht zu treffen. Beriicksichtigt man 
aber die zu Phrenosin und Cerebron fiihrenden Darstellungsverfahren, die 
fiir beide Substanzen angegebenen Eigenschaften und vor allem den fiir 
Thudichum’s Arbeiten charakteristischen Mangel an Exaktheit, so wird 
man sich mehr der Jetzteren Auffassung zuwenden. 

Sie als die richtige annehmend, mdchte ich noch folgendes hinzu- 
fiigen. 

Thudichum hat das Verdienst, zuerst mit Nachdruck das Vor- 
kommen phosphorfreier Atomkomplexe (Cerebroside) im Gehirn behauptet 
zu haben. Die Reindarstellung eines solchen K6rpers ist ihm aber nicht 
gelungen und ebenso wenig hat er seine Zusammensetzung und seinen 
chemischen Aufbau richtig erkannt. Diese Feststellungen sind erst durch 
die Untersuchungen von Gamgee, E. Wérner und mir geliefert worden. 

Alle Angaben von Thudichum miissen so lange mit Miftrauen 
betrachtet werden, bis ihre Bestaétigung von anderer Seite erfolgt. Diese 
Ansicht wird jeder bei der Beschaftigung mit den Arbeiten dieses Autors 
gewinnen. Die Tatsache, dafs soviele seiner Angaben keine Beriicksichtigung 
in der Literatur und keine Aufnahme in die Lehrbiicher gefunden haben, 
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laftt sich nicht aus persénlicher Animositaét, sondern nur aus einem 
sehr berechtigten Mangel an Vertrauen zu der Exaktheit seines Arbeitens 
erkliren. Ergeben weitere Untersuchungen die Richtigkeit seiner Befunde, 
so soll ihm gewifs die Anerkennung nicht versagt werden. Das Cerebron 
aber zeigt eine andere Zusammensetzung und einen anderen chemischen 
Aufbau, als Thudichum fiir das Phrenosin angegeben hat, und wir konnen 
es daher nicht als gerechtfertigt anerkennen, die Entdeckung des Cerebrons 
Thudichum zuzuschreiben und den von uns zuerst rein dargestellten 
und genau untersuchten Kérper Phrenosin zu benennen. 
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